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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ, УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 
 
АД – артериальное давление 
ВКСа – кальцием активируемые калиевые каналы 
ДАД – диастолическое артериальное давление 
ИА – индекс ауторегуляции 
ИЛ – интерлейкины 
КРР – коронарный расширительный резерв 
КАТ – каталаза  
КАТФ – АТФ-чувствительные калиевые каналы 
КПД – коронарное перфузионное давление 
МГКП – максимальный гиперемический поток 
ОСКП – объемная скорость коронарного потока 
ПД – перфузионное давление 
ПОЛ – перекисное окисление липидов 
РВД – развиваемое внутрижелудочковое давление 
СрАД – среднее артериальное давление 
САД – систолическое артериальное давление 
СОД – супероксиддисмутаза 
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Посвящается памяти моего мужа и 
учителя доктора медицинских наук, 
профессора Александра Петровича 
Солодкова 
 
 
Свое наследие или своя научная школа будет тебя помнить только в 
одном случае, если при жизни будешь еще и еще раз воспроизводить свои 
работы в различной форме. Тогда, когда тебя не будет, а этот стиль 
останется стилем творческой жизни твоих учеников, тогда они 
бессознательно будут воспроизводить твой стиль мышления еще и еще раз. 
Может кому-то придет в голову, что они работают в стиле своего 
учителя.  
Из дневника профессора А.П. Солодкова 
 
ВВЕДЕНИЕ 
Актуальной проблемой сердечно-сосудистой физиологии является изучение 
локальных механизмов регуляции сосудистого тонуса, которые имеют важное 
значение в поддержании нормального уровня артериального давления как одного из 
важных гемодинамических показателей [7].  
Сосудистый тонус обеспечивается сократительной активностью 
гладкомышечных клеток, находящихся в стенках сосудов, и играет важную роль в 
регуляции кровяного давления и распределении кровяного потока в тканях и органах. 
Регуляция сократительной активности гладкомышечных клеток кровеносных сосудов в 
системном кровообращении зависит от комплексного взаимодействия 
вазоконстрикторных и вазодилататорных стимулов из циркулирующих в кровяном 
русле гормонов, нейромедиаторов, эндотелиального фактора гиперполяризации, а 
также кровяного давления [63]. Все эти сигналы обрабатываются сосудистыми 
гладкомышечными клетками, определяя активность их сократительного аппарата, а 
следовательно - диаметр и гидравлическое сопротивление кровеносных сосудов. 
Ионные каналы играют важную роль в этом процессе. Они обеспечивают создание 
мембранного потенциала (МП) покоя, возбудимость, деполяризацию, инициируют 
выделение гормонов и сокращение мышечных волокон, регулируют рН и объем 
клетки, обеспечивают пассивный транспорт ионов и воды через мембрану, 
внутриклеточную концентрацию ионов кальция.  
В последнее десятилетие проявляется большой интерес к изучению роли 
калиевых каналов в функционировании клеток и их участию в патогенетических 
механизмах заболеваний [63, 85, 86]. Калиевые каналы обнаружены в эндотелиоцитах и 
гладкомышечных клетках сосудов, в нейронах, в миоцитах внутренних органов. 
Калиевые каналы вовлечены в управление пролиферацией клетки, апоптоз, синтеза NO 
[1, 109], в развитие опухолей и секрецией инсулина [13], принимают участие в 
транспорте электролитов в эпителии, например, в канальцах почки или в ободочной 
кишке млекопитающих, регулируют сокращение миометрия [72]. Достижения в 
изучении калиевых каналов приобретают в последнее время все большее 
патофизиологическое и прикладное значение. Исследования в этих направлениях 
позволяют объяснить патогенез, симптоматику и патофизиологические основы 
формирования заболеваний, связанных с нарушениями функциональной активности 
калиевых каналов.  
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Известно, что функциональная активность КАТФ- и ВКСа-каналов модулируется 
монооксидом азота. В сердце экспрессируются все три озоформы NO-синтаз. Хорошо 
изучена роль эндотелиальной NO-синтазы, в то время как значение индуцибельной 
NO-синтазы до настоящего момента остается противоречивой. 
Современные исследования показали, что наряду с отрицательными эффектами 
iNOS существуют и положительные. К отрицательным эффектам (связаны с высоким 
уровнем NO, активных форм кислорода и ONOOH) относятся атерогенный, перегрузка 
клеток Са2+, повреждение миокарда, проапоптотический, прооксидантный (снижение 
активности антиоксидантных ферментов), сократительная дисфункция, увеличение 
проницаемости сосудов. К положительным эффектам (связаны с низким уровнем NO) 
можно отнести: адаптационную защиту организма, антиапоптотический, 
антиатерогенный, антиоксидантный, антипролиферативный, антистрессорный, 
вазодилатацию, врожденный иммунитет к инфекциям, вирусного, микобактериального и 
паразитарного происхождения, иммунитет при онкологических, заболеваниях, 
кардиопротекцию, противовоспалительную, цитопротекцию.  
В настоящее время появилось описание возможности в различной степени 
вызывать экспрессию iNOS. Так при интермитирующей гипоксии возникает небольшая 
активация генов ответственных за синтез iNOS с последующим депонорованием NO. При 
действии различных стрессоров (психоэмоциональный стресс у человека и 
иммобилизационный стресс у крыс) образуются интерликины (ФНОα, ИЛ-1β, ИЛ-6), 
которые, в свою очередь, приводят к образованию iNOS. В настоящее время показано, что 
некоторые биологически активные вещества обладают подобной способностью. Наиболее 
известным их них является липополисахарид, который приводит к значительному 
образованию NO, образующийся iNOS. Более того, введение таких веществ, как аденозин 
(показана связь между активацией аденозиновых рецепторов и защитным эффектом, 
реализующимся через NO-зависимые механизмы [107] и окситацин (предварительной 
введение окситоцина защищает сердце при ишемии-реперфузии путем активации АТФ-
зависимых калиевых каналов. [38] сопровождается образованием iNOS, но в количетсве 
значительно меньшем, чем при действии липополисахарида. Таким образом, эти вещества 
представляют интерес для дозируемого образования iNOS, когда она будет продуцировать 
увеличенное, но не избыточное количество NO. В монографии рассмотрены механизмы 
активации индуцибельной NO-синтазы. Проведен сравнительный анализ роли NO в 
регуляции функций сосудов и сердца, при адаптации к коротким стрессорным 
воздействиям, с таковыми при патологических состояниях, сопровождающиеся 
гиперпродукцией NO – иммобилизационном стрессе и экспериментальном сахарном 
диабете. Показано, что функциональное состояние миокарда во многом зависит от 
количества оксида азота, длительности его образования, а также от локализации и 
условий, в которых он будет синтезирован. Знание этапов и молекулярных механизмов 
регуляции iNOS позволит контролировать активность этого фермента, что представляет 
несомненный интерес для практической медицины и имеет важное значение в выработке 
целенаправленной терапевтической стратегии при заболеваниях сердечно-сосудистой 
системы. 
В монографии обобщены данные литературы, а также представлены результаты 
собственных исследований, впервые демонстрирующие влияние длительного стресса на 
развитие постстрессорной каналопатии и возможности ее коррекции. Сформулирована 
новая концепция о роли КАТФ- и ВКСа-каналов в iNOS-зависимые механизмы ограничения 
постстрессорных нарушений тонуса коронарных сосудов и сократительной функции 
миокарда, что может быть рассмотрено как один из механизмов кардио- и вазопротекции. 
Патогенез развития постстрессорной каналопатии и iNOS-зависимые механизмы 
ограничения постстрессорных нарушений тонуса коронарных сосудов и сократительной 
функции миокарда рассматривается с позиции физиологических, биохимических, 
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фармакологических методов, а также экспериментальных методов исследования 
молекулярной биологии.  
Такой подход позволит объяснить, как механизмы формирования 
патофизиологических признаков каналопатии, так и функциональных нарушений в 
органе. 
Я считаю своим приятным долгом выразить глубокую признательность 
сотрудникам физиологической группы НИЛ ВГМУ, научному сотруднику Яроцкой Н.Н. 
за оказанную помощь в создании моделей стресса, адаптации и при выполнении 
биохимических исследований. Кандидату медицинских наук Скринаус С.С. за совместное 
сотрудничество при постановке физиологических экспериментов. Профессору, член-кор. 
РАМН Тоневицкому А.Г., сотрудникам ООО Научно-технический центр «БиоКлиникум» 
кандидату медицинских наук Шкурникову М.Ю., Крайновой Н.А. за активное участие в 
проведении экспериментов и обсуждении результатов, касающихся методов 
молекулярной биологии. 
Изложенные в монографии результаты собственных исследований получены 
благодаря финансовой поддержке грантами БР ФФИ (№ Б05М-184), БР ФФИ (№ Б09-
045), ГПНИ (задание 1.2.49). 
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ГЛАВА 1 
ОСОБЕННОСТИ КОРОНАРНОГО КРОВООБРАЩЕНИЯ 
Сердце представляет собой орган, который постоянно сокращается, поэтому для 
поддержания метаболизма оно нуждается в большом количестве кислорода и субстратов. 
В покое артериовенозная разница по кислороду в коронарном кровообращении почти 
максимальна, а коэффициент его утилизации равен 60–70% и практически не изменяется 
при возрастании потребности миокарда в кислороде, поэтому увеличение снабжения 
миокарда кислородом полностью зависит от величины коронарного кровотока. Кроме 
того, динамические изменения состояния сердца требуют наличия быстрой и точной 
системы регуляции величины коронарного кровотока, поддерживающей баланс между 
потребностью и его снабжением кислородом и питательными веществами [42, 54, 76]. Так 
как коронарное сосудистое сопротивление создается благодаря артериальным 
микрососудам [31, 93, 105], артериолам и маленьким артериям, то именно от изменения 
их тонуса и зависит величина коронарного кровотока в данный момент времени. 
Количество крови, протекающей через коронарное сосудистое русло, зависит от 
нескольких факторов. Во-первых, от выраженности присущего самой сосудистой стенке 
миогенного (базального) тонуса, изменяющегося под влиянием скорости потока крови. 
Во-вторых, от интенсивности локально образующихся метаболитов, и в-третьих, от 
нейрорефлекторных влияний. Особый интерес представляет влияние на механическую 
активность миокарда давления и объемной скорости кровотока в коронарном сосудистом 
русле, обусловленные первичными сдвигами давления в аорте. 
1.1. Базальный сосудистый тонус  
Базальный сосудистый тонус представляет собой длительную специфическую 
активность гладкомышечных клеток стенки сосуда, обеспечивающую определенную 
величину их констрикции, лежащую в основе резерва регионального кровотока [56] и 
являющуюся мишенью для воздействия различных регуляторных факторов, способных 
вызвать вазодилатацию или вазоконстрикцию. Следовательно, от тонуса сосудов зависит 
величина сосудистого сопротивления. W. Bayliss и B. Folkow [18] считали, что базальный 
тонус сосудов обусловлен миогенными механизмами. В основе этого заключения лежат 
факты о том, что изменение сопротивления потоку зависит от внутрисосудистого 
давления, а также наблюдается в сосудах денервированных изолированных органов [15, 
55, 73, 77, 83, 110]. Хорошо выраженной способностью развивать спонтанный миогенный 
тонус обладают артериальные сосуды с диаметром менее 150 мкм. Базальный тонус 
сосудов чрезвычайно страдает при глубоком наркозе, интенсивном хирургическом 
вмешательстве или травме [19, 32, 50, 113]. В изолированных препаратах артерий и 
артериол, находящихся под давлением, величина тонуса часто сопоставима с той, которая 
наблюдается в условиях in vivo. 
Необходимо отметить, что наряду с чувствительностью гладких мышц к 
постоянному артериальному давлению существует компонент сосудистого тонуса, 
обусловленный пульсациями внутрисосудистого давления. S.B. Mellander [36, 77] 
предположил, что благодаря чувствительности гладкой мышцы к пульсациям давления 
последние необходимы для поддержания нормального тонуса. Однако 
экспериментального подтверждения эта идея не нашла, так как артерии и артериолы 
обладают сопоставимым тонусом как при стабильном, так и при пульсирующем давлении. 
Таким образом, при пульсирующей перфузии в изолированных органах имеет значение не 
столько эффект самого давления на гладкую мышцу, сколько ее влияние на 
высвобождение из эндотелиоцитов вазоактивных веществ [55, 69, 83] 
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1.2. Взаимоотношение «давление - кровоток»  
(ауторегуляция кровотока) в коронарной сосудистой системе 
Прежде всего необходимо отметить, что линейной зависимости коронарного 
кровотока от давления в аорте нет [5, 44]. Поэтому механизмы контроля объемной 
скорости коронарного кровотока, к которым относится ауторегуляторное поддержание 
высокого тонуса гладких мышц коронарных сосудов, изменяющегося под влиянием 
метаболической и нервной регуляции, а также участие этих механизмов в обеспечении 
адекватной функции сердца представляют большой интерес. 
При стабильном потреблении миокардом кислорода резкое увеличение 
перфузионного давления вначале приводит к кратковременному возрастанию кровотока, 
после чего кровоток возвращается к исходному или близко к исходному уровню, несмотря 
на то, что давление остается увеличенным [98]. Если давление увеличивается медленно, 
то поток крови вначале «устремляется» за давлением, а затем стабилизируется, хотя 
давление продолжает расти [112]. Этот феномен, благодаря исследованиям А.А. 
Остроумова (1877) [6] и W. Bayliss (1902) [18], получил название ауторегуляции 
кровотока. 
П. Джонсон (1981) [2], а с ним и другие авторы [60] в механизме истинной 
ауторегуляции кровоснабжения органов признавали только миогенный компонент. 
Zweifach (1970) [114] указывал на ограниченность такого представления, так как в 
регуляции коронарного кровотока, кроме миогенного, принимают участие нейрогенный и 
метаболический механизмы, с чем трудно не согласиться. Под термином «ауторегуляция 
кровотока» понимают присущую сосудам органа способность поддерживать кровоток 
постоянным при изменении перфузионного давления [3]. Данное явление 
воспроизводится в отсутствии влияния экстракардиальной нервной системы или 
гормонов; более того, ауторегуляция наиболее четко проявляется, когда изменения 
перфузионного давления не сказываются на метаболизме органа [67]. 
Впервые ауторегуляцию в коронарном сосудистом русле описали R. Eckel et al. в 
1949 году [52]. На сокращающемся сердце собаки было показано, что изменения 
перфузионного давления в канюлированной левой артерии при постоянной частоте 
сердечных сокращений, сердечном выбросе и системном артериальном давлении не 
сопровождались возрастанием коронарного потока. Снижение артериального давления 
приводило к быстрому уменьшению кровотока, но впоследствии он увеличивался по 
направлению к исходному. Этот феномен наблюдали также в перфузируемом сердце 
собаки in situ [47], на изолированных перфузируемых сердцах морских свинок [16], крыс 
[111], кроликов [80], кошек [100]. 
Кривая, отражающая соотношение между средним коронарным артериальным 
давлением и кровотоком, дает важную информацию о степени и пределах 
ауторегуляторного процесса (рис. 1.1). Е.Б. Новиковой (1972) [5] на собаках было 
показано, что повышение перфузионного давления в диапазоне от 75 до 140 мм рт.ст. 
изменяло кровоток только на 10%. Выше и ниже указанного диапазона кровоток в 
значительной степени зависел от перфузионного давления. 
Однако, как степень, так и границы ауторегуляции очень варьируют в зависимости 
от условий эксперимента: исходного тонуса венечных сосудов [5, 45], метаболических 
факторов [47] и состава перфузата [25, 26, 41]. 
Показано, что в субэпикарде и субэндокарде границы давлений, в которых 
наблюдается ауторегуляция, разные. A. Guyton et al. (1977) [101], измеряя при помощи 
меченых микросфер (15 мкм), коронарный поток во внутренних и внешних отделах 
миокарда левого желудочка, обнаружили, что при снижении перфузионного давления в 
бассейне огибающей коронарной артерии от 100 до 70 мм рт.ст., как в субэпикарде, так и 
в субэндокарде кровоток оставался постоянным. Когда перфузионное давление падало 
ниже 70 мм рт.ст., кровоток в субэндокардиальных слоях миокарда начинал снижаться 
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линейно с давлением, в то время как субэпикардиальный кровоток оставался постоянным 
вплоть до 40 мм рт.ст. Ниже 40 мм рт.ст. и в этом регионе кровоток начинал стремительно 
снижаться. 
Подобные результаты были получены [106] при максимально расширенных 
венечных сосудах несокращающегося сердца. Они выявили более высокую (на 55-60%) 
гидравлическую проводимость сосудов, питающих глубокие слои миокарда желудочков. 
В отсутствии ауторегуляции при любом уровне давления в венечных артериях 
субэндокардиальный кровоток был значительно ниже субэпикардиального, а 
максимальная дилатация венечных артерий в сокращающемся сердце сопровождалась 
резким перераспределением кровотока в пользу наружных слоев стенки желудочка. Во 
время сердечного цикла также показано неравномерное трансмуральное распределение 
коронарного кровотока [87]. 
 
 
Рисунок 1.1. Оригинальная запись взаимоотношения давление-поток (ауторегуляция коронарного 
потока), полученная на изолированном сердце крысы при использовании установки для перфузии 
изолированного сердца мелких лабораторных животных IH-SR тип 844/1 (HSE-HA, ФРГ), 
оборудованной датчиками для измерения объемной скорости коронарного потока (1RB-
проточный, для флуометра TTFM тип 700, HSE), аортального и развиваемого 
внутрижелудочкового давления (Isotec pressure transducer), связанных с модулями для измерения 
давления ТАМ-А, HSE-HA.. Здесь и на последующих рисунках: ПД (AP)- перфузионное давление, 
ОСКП (СF) - объемная скорость коронарного потока 
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При исследовании ответов на повышение давления (от 20 до 140 см водн. ст.) 
изолированных субэпикардиальных и субэндокардиальных артериол установлено, что 
миогенная ауторегуляция в эпикардиальных артериолах выражена лучше, чем в 
эндокардиальных, как при низких, так и при высоких значениях внутрисосудистого 
давления [73, 74]. Следовательно, для поддержания ауторегуляции в субэпикарде 
требуется меньше усилий, так как радиус сосудов здесь меньше [45]. Поэтому Н.К. 
Фуркало с соавт. (1986) [10] полагают, что при оптимизации кровоснабжения глубоких 
слоев миокарда даже в физиологических условиях используются ауторегуляторные 
реакции питающих сосудов, вследствие чего частично исчерпывается их расширительный 
резерв. 
Таким образом, ауторегуляция имеет важное значение, во-первых, в поддержании 
постоянным гидростатического капиллярного давления [44], во-вторых, в трансмуральном 
перераспределении сосудистого тонуса, обеспечивающего преимущественное питание 
субэндокарда [33, 60], в-третьих, лежит в основе поддержания высокого базального 
коронарного сосудистого тонуса и, следовательно, высокого коронарного 
расширительного резерва в значительных интервалах перфузионного давления. 
Теории ауторегуляции коронарного кровотока. В настоящее время для 
объяснения саморегуляции в коронарном сосудистом русле предложено 3 теории: теория 
тканевого давления, метаболическая и миогенная [37, 44, 64, 90]. 
Гипотеза тканевого давления допускает, что увеличение перфузионного 
давления приводит к увеличению в ткани объема крови, что сопровождается повышением 
выхода жидкости из сосудистого русла во внеклеточное пространство. В результате этого 
увеличивается тканевое давление (тургор ткани), что и является причиной сдавления 
тонкостенных сосудов, таких как капилляры, венулы, вены, и поэтому кровоток в ткани 
уменьшается. Снижение перфузионного давления приводит к обратным реакциям. 
Однако, данный механизм не предполагает активного реагирования сосудов на изменение 
давления и может иметь место только в инкапсулированных органах, где расширение 
ткани ограничено [54]. 
Проверка данной гипотезы для сердца [49, 92] показала, что хотя во время 
увеличения перфузионного давления интрамиокардиальное давление повышается, оно не 
может объяснить ауторегуляторных изменений коронарного кровотока, так как при 
устранении ауторегуляции введением коронародилататора изменения тканевого давления 
сохранялись, но не сопровождались сдвигами коронарного кровотока. 
Согласно метаболической гипотезе, кровоток при увеличении перфузионного 
давления остается постоянным, так как сокращение гладких мышц стимулируется 
субстратами или тканевыми метаболитами при изменении потребления миокардом 
кислорода [21]. Однако это не доказывает, что ауторегуляция коронарного кровотока при 
постоянном потреблении миокардом кислорода опосредуется метаболическим 
механизмом. Наличие ауторегуляции в сердце, не совершавшем внешней работы [111], 
дает основание думать о малой роли обменных факторов в этом явлении.  
Учитывая, что левый желудочек экстрагирует от 70 до 80% кислорода, 
поступающего в артериальную кровь в условиях покоя, совершенно очевидно, что 
увеличение потребления миокардом кислорода должно быть в основном сбалансировано 
увеличением коронарной потока крови [22, 54, 96]. 
Чтобы понять потенциальные механизмы, ответственные за баланс между 
коронарным кровотоком и потреблением миокардом кислорода, важно понять, как 
ингибирование метаболической вазодилатации повлияет на эти взаимоотношения. Во-
первых, из соотношения между коронарным кровотоком и потреблением миокардом 
кислорода, показанным на рис. 1.2, следует, что любое прерывание коронарного ответа на 
увеличение метаболизма должно происходить между нормальным (ответ в стандартных 
условиях) и максимальным физиологическим ответом 100% выделения кислорода. Во-
вторых, с учетом ограниченного резерва экстракции кислорода миокардом снижение 
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метаболической коронарной вазодилатации не только уменьшит коронарный кровоток, но 
также уменьшит и потребление миокардом кислорода в относительном отношении к 
общему снижению доставки кислорода миокарда. В-третьих, если метаболическая 
коронарная вазодилатация полностью ингибируется экспериментально, потребление 
миокардом кислорода будет только увеличиваться на ~ 20-30% (в зависимости от степени 
исходного резерва). В совокупности эти физиологические ограничения и последствия 
значительно усложняют интерпретацию изменений баланса между коронарным 
кровотоком и метаболизмом миокарда. 
 
Рисунок 1.2. Взаимосвязь между коронарным кровотоком и потреблением миокардом кислорода у 
свиней в состоянии покоя и во время тренировки в условиях контроля, после ингибирования пути, 
который вызывает аналогичные сокращения коронарного кровотока и потребления кислорода 
миокарда (тонус), и во время состояния, которое приводит к прогрессирующим ограничениям при 
коронарной вазодилатации с увеличением потребления кислорода (метаболическая 
вазодилатация). Физиологический предел этих соотношений изображен красной линией 
(максимальная физиологическая реакция), которая представляет собой условие, при котором весь 
кислород, доставленный в экстрагированном и потребляемом (т.е. 100% -ное извлечение 
кислорода) [34] 
Хотя широко распространено мнение о том, что локализованные вазодилататоры 
играют доминирующую роль в регуляции микрососудистой резистентности, точные 
механизмы, ответственные за неразрывное связывание коронарного кровотока с 
метаболизмом миокарда, по-прежнему плохо изучены [43, 51, 108]. Следует признать, что 
нервные (симпатические) влияния играют как косвенную, так и прямую роль в регуляции 
коронарного кровотока. Эти эффекты происходят через активацию сосудистых 
адренергических рецепторов и через увеличение потребления миокардом кислорода через 
увеличение частоты сердечных сокращений и сократительной способности сердца, 
соответственно. При рассмотрении местного метаболического контроля коронарного 
кровотока важно вспомнить экспериментальные результаты, с участием локальных 
«метаболитов». Точные критерии, определенны Фейглом в его классическом обзоре 
коронарного кровообращения в 1983 году, были [54]: 
1. Предлагаемый метаболит высвобождается в соответствующих условиях и может 
быть извлечен из ткани в этих условиях. 
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2. Искусственная инфузия метаболита в ткань-мишень должна соответственно 
имитировать физиологический ответ. 
3. Биохимический аппарат для получения метаболита должен локализоваться в 
ткани в соответствующих местах. 
4. Механизмы инактивации и / или поглощения метаболита осуществляются в 
соответствующих места локализации.  
5. Действие различных агентов на синтез, высвобождение, мишень рецепторная 
функция или инактивация метаболитов должны иметь последовательные эффекты с 
гипотезой. 
6. Количественные исследования должны указывать, что количество и 
продолжительность курса 
7. высвобождение метаболита в физиологических условиях подходит для 
определения данного эффекта. 
Однако есть работы, в которых показано, что характер зависимости коронарного 
потока от давления зависит от метаболических факторов. R. Berne (1959) [21] наблюдал 
выраженные различия во взаимоотношении «коронарное давление – поток», когда снижал 
температуру миокарда от 370С до 210С. При нормотермии наблюдалась выраженная 
ауторегуляция в диапазоне перфузионного давления 120 – 40 мм рт.ст., в то время как при 
гипотермии изменения в коронарном потоке были значительно больше, чем изменения в 
давлении, указывая на то, что ауторегуляция была ослаблена или полностью 
отсутствовала. 
A. Drake-Holland et al. (1984) [89] изучали зависимость коронарного потока от 
давления в широком диапазоне изменения частоты сердечных сокращений (от 60 до 180 
ударов в 1 минуту). Падение коронарного перфузионного давления приводило к 
снижению сопротивления сосудов сердца, и, как следствие, уменьшалась артерио-
венозная разница кислорода и наблюдалось небольшое снижение потребления миокардом 
кислорода. 
Увеличение частоты сердечных сокращений приводило к однонаправленному 
сдвигу кривой «давление – поток». Другие авторы описали параллельные сдвиги кривой 
«давление – поток» в сердце собаки, перфузируемом кровью, во время увеличения 
частоты сердечных сокращений [61, 71] и во время стимуляции желудочков парными 
импульсами [48]. Следовательно, различия в степени ауторегуляции сосудов, обычно 
обусловленные изменением потребления кислорода, могут быть объяснены тем, что 
увеличение частоты сердечных сокращений оказывало влияние на напряжение кислорода 
в миокарде [46, 47]. 
Е.Б. Новиковой (1972) [5] показано, что при заведомо сниженном поступлении 
кислорода к сердцу, обусловленном введением питуитрина, наблюдалось усиление 
ауторегуляторного сужения коронарных сосудов при увеличении перфузионного 
давления. Это может указывать на то, что уровень кислорода в данном случае не влиял на 
процесс ауторегуляции. Кроме того, сравнение индексов ауторегуляции, полученных при 
подъеме и при снижении перфузионного давления, показало, что возврат кровотока к 
исходным величинам, происходил более полно после подъема давления, чем после 
падения. Это наблюдение дало основание говорить об исключительно миогенной природе 
явления: реакцию гладких мышц вызывает их растяжение [8]. Тот факт, что при перфузии 
коронарных сосудов пульсирующим потоком их тонус был выше, чем при перфузии 
постоянным потоком, подтверждает эту точку зрения [6, 35]. 
Таким образом, в настоящее время нет данных, которые позволили бы приписать 
решающую роль в ауторегуляторном процессе постоянному воздействию на сосуды 
химических веществ, образующихся вне сосудистых стенок. 
Миогенная гипотеза основывается на том, что сосудистые гладкие мышцы 
сокращаются в ответ на растяжение и расслабляются при снижении их напряжения. 
Следовательно, прирост кровотока, вызванный резким подъемом перфузионного 
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давления, первоначально является следствием пассивного следования давлению, но затем 
в результате сокращения сосудистых гладких мышц он возвращается к исходному уровню 
[4]. Подобную зависимость силы сокращения от длины мышцы объясняют изменениями 
степени перекрытия нитей актина и миозина. Применимо ли это, разработанное для 
скелетных мышц, представление и к миоцитам сосудов, неизвестно, но его считают 
весьма общим [66]. С.Б. Шишкиным с соавт. (1984) [11] на изолированных полосках 
крупных (1,5 мм) и мелких коронарных артерий (400 – 500 мкм) было показано, что 
повышение статистической нагрузки от 1000 до 2000 мг на препарате крупных 
коронарных артерий, в отличие от мелких, не сопровождалось статистически значимым 
изменением сократительной активности миоцитов на введение ионов К+. Ими было 
высказано предположение, что при колебаниях коронарного перфузионного давления в 
основном изменяется деятельность сократительного аппарата мелких коронарных 
артерий.  
Плохо объяснимым пунктом миогенной теории является факт, что при увеличении 
перфузионного давления поток остается постоянным. Для осуществления подобной 
реакции необходимо, чтобы калибр резистивных сосудов уменьшился до диаметра 
меньшего, чем тот, который наблюдался до увеличения перфузионного давления. Важно 
знать, что же поддерживает сократительную реакцию подобной величины [64]. 
Существует точка зрения, что контролируемой величиной является напряжение 
стенки сосуда [64, 65]. Согласно закону Лапласа наиболее существенной силой, влияющей 
на просвет сосуда, является трансмуральное давление (разница между давлением внутри и 
снаружи сосудов), создающее исходное напряжение. Увеличение трансмурального 
давления ведет к растяжению сосуда, если при этом не активируется гладкая мышца. В 
свою очередь, при повышении внутрисосудистого давления возбудимые элементы 
гладкомышечных клеток приходят в рабочее состояние, что инициирует процесс 
сокращения, а последний снимает или снижает деформацию и, следовательно, диаметр 
сосуда, который стабилизируется при величине меньшей, чем его исходное значение. 
Однако, как установил P. Johanson (1981) [65], сосуд не суживается до диаметра, при 
котором поток возвращается к контрольному. Всегда существует небольшое 
несоответствие, которое определяет сигнал-ошибки, необходимый для поддержания 
сокращения гладкомышечных клеток. 
Сократительная реакция в ответ на механическое воздействие определяется 
процессами, лежащими в основе сопряжения возбуждения и сокращения в гладких 
мышцах, в том числе и сосудистых. Мышцы сосудов можно рассматривать как 
«механорецепторы» со встроенной сократительной системой [12]. При сокращении 
происходит уменьшение длины клетки, что прекращает действие ее мембраны как 
«рецептора» растяжения. Это лежит в основе «парадокса» укорочения. Если гладкую 
мышцу, находящуюся в состоянии некоторого тонического напряжения, растянуть, то в 
ней проявится зависимость сократительной силы от длины. Если мышца чувствительна к 
удлинению, растяжение будет приводить к более полной активации сократительной 
системы, и тогда развиваемая гладкой мышцей сила повысится в большей степени. При 
этом жесткость сосуда увеличивается и ослабляется растягивающее действие 
внутрисосудистого давления. 
Б. Фолков (1976) [9] предположил, что сосуды сопротивления отвечают на растяжение 
увеличением частоты сокращений гладких мышц. Это возможно при увеличении генерации 
потенциалов действия. Если принять во внимание этот механизм, то гладкомышечные 
компоненты резистивных сосудов после подъема давления в целом должны находиться более 
длительное время в состоянии сокращения, чем до него. Суммарный эффект, следовательно, 
будет увеличивать тонус сосудов. 
Молекулярный механизм миогенного ответа. В настоящее время многие звенья 
в механизме генерации миогенного ответа остаются неизвестными, однако в его 
раскрытии достигнут значительный прогресс [39, 40, 78].  
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Можно выделить несколько гипотез, объясняющих последовательность событий, 
которые связывают между собой изменение внутрисосудистого давления или растяжение 
стенки сосуда и изменение функционального состояния сократительного аппарата 
гладкомышечных клеток. Первая гипотеза электромеханического сопряжения объясняет 
данное взаимодействие изменением мембранного потенциала и открытием 
чувствительных к растяжению ионных каналов [58], вторая - изменением соотношения 
внутриклеточных посредников [99]. В последнее время уделяется большое внимание 
эндотелийзависимой модуляции сосудистого тонуса. 
Электромеханическое сопряжение. Сенсор, воспринимающий внутрисосудистое 
давление, все еще не найден. В гладкой мышце коронарных сосудов идентифицированы 
чувствительные к растяжению неселективные катионные каналы [40], которые, возможно, 
и являются механочувствительными к изменению внутрисосудистого диаметра. Эти 
каналы активируются растяжением и ответственны за вход внутрь клетки катионов, 
приводящих к развитию деполяризации мембран гладкомышечных клеток, которая, в 
свою очередь, активирует потенциалзависимые кальциевые каналы и последующий вход 
ионов кальция внутрь клетки. Необходимо заметить, что вход ионов кальция через 
чувствительные к растяжению кальциевые каналы, в свою очередь, также 
непосредственно может способствовать высвобождению ионов кальция из 
внутриклеточных депо.  
Ряд ученых [23, 27, 70, 97, 113] установили, что миогенный тонус 
артериолярных сосудов находится в прямой связи с активностью кальцийзависимых 
калиевых каналов. Увеличение внутрисосудистого давления, деполяризуя мембраны 
гладкомышечных клеток, приводит к увеличению их проницаемости для ионов кальция, 
что, в свою очередь, активирует кальцийзависимые калиевые каналы (KCa-каналы) и 
выход калия из клетки [28]. Таким образом, заключают авторы, увеличение 
проницаемости данных калиевых каналов представляет собой механизм отрицательной 
обратной связи, контролирующей степень деполяризации мембран гладкомышечных 
клеток, а, следовательно, и ее выраженность. 
На рисунке 3 показана возможная цепь реакций, лежащая в основе механизма 
создания миогенного тонуса коронарных сосудистов, а также компенсаторное 
противодействие ему. Известно, что растяжение гладкой мышцы приводит к 
деполяризации ее мембраны и увеличению спайковой активности [24, 31, 95]. Данная 
деполяризация лучше коррелировала с напряжением, чем с длиной гладкой мышцы. Это 
привело к заключению, что окружное напряжение является основной переменной 
миогенного ответа артериол. 
Изменение соотношения внутриклеточных посредников. Существуют 
доказательства, полученные на артериолах почки, что метаболиты арахидоновой кислоты, 
20-гидроксиэйкозотетраеновая кислота при участии Р450 монооксигеназного пути 
ингибируют KCa-каналы гладкомышечных клеток и играют важную роль в инициации 
и/или поддержании миогенного тонуса [30, 59, 62]. Кроме того, важным медиатором 
миогенного ответа являются чувствительные к растяжению неселективные катионные 
каналы и фосфолипаза С. С использованием почечных артерий собаки было показано, что 
в ответ на увеличение внутриклеточной концентрации инозитолтрифосфата (IP3) и 
диацилглицерола происходит повышение внутрисосудистого давления [17, 84]. 
До настоящего времени не ясно, каким образом изменение внутрисосудистого 
давления активирует фосфолипазу С. Вероятно, что протеинкиназа С вовлечена в 
развитие миогенного ответа сосудистой стенки. Так, блокатор протеинкиназы С 
кальфостин С в коронарных артериях человека ингибирует появление миогенной 
констрикции и усиливает констрикторное действие форболового эфира [79, 102], повышая 
чувствительность сократительных белков к ионам кальция и его вход через 
потенциалзависимые кальциевые каналы [14, 68]. 
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Эндотелийзависимая модуляция сосудистого тонуса. Одним из локальных 
механизмов регуляции сосудистого тонуса является эндотелийзависимая регуляция 
сократительной активности гладкомышечных клеток артериальных сосудов. В основе 
этой регуляции лежит способность эндотелиоцитов синтезировать и высвобождать 
большое количество разнообразных соединений, обладающих вазоактивными свойствами. 
Во многих артериолах внутренняя эластическая мембрана фенестрирована, что 
позволяет гладкомышечным клеткам прямо контактировать с эндотелиоцитами. E.C. 
Carlson с соавт. (1982) [29, 81] предположили, что при повышении внутрисосудистого 
давления деформация эндотелиальных клеток через фенестры способна деформировать 
мембрану гладкомышечной клетки. По-видимому, это приводит к увеличению 
проницаемости мембраны гладкомышечной клетки к ионам кальция и к активации 
мышечного сокращения. В итоге деформация гладкомышечной клетки исчезает. 
Недостатком данного объяснения является то, что на основании его не ясно, каким 
образом происходит укорочение гладкой мышцы до длины меньшей, чем исходная. Все 
же, подобная миоэндотелиальная связь является хорошо выраженной в сосудах брыжейки, 
в междольковых и афферентных артериолах почки - сосудах, обладающих выраженными 
миогенными реакциями [57, 104]. Подобные миоэндотелиальные контакты, как правило, 
локализуются в местах наиболее выраженного напряжения сосудистой стенки [82, 103]. 
Данные контакты между эндотелиальными и гладкомышечными клетками позволяют 
молекулам быстро проникать из интимы к медии сосудистой стенки. Однако, на 
основании данного механизма невозможно объяснить индуцированное растяжением 
повышение тонуса артерии уха кролика, наступающее при удалении эндотелия [61, 71, 
78]. 
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Рисунок 1.3. Основные механизмы миогенного сокращения гладкой мышцы (А) и 
компенсаторное противодействие ему (В) 
Если предположить, что эндотелиальные клетки чувствуют растяжение сосудистой 
стенки, то, по-видимому, в их мембране существуют ионные каналы, чувствительные к 
растяжению мембраны эндотелиоцитов. J.B. Lansman с соавт. (1987) [53, 75] показали, что 
катионные каналы культивируемых эндотелиоцитов чувствительны к движению 
омывающей их жидкости. Авторы установили, что данные каналы проницаемы для 
различных ионов, в том числе и для ионов кальция. Следовательно, во время растяжения 
они могут принимать участие в развитии деполяризации мембраны эндотелиоцита. D.R. 
Harder с соавт. (1989) [91, 94] обнаружили эндотелийзависимое изменение мембранного 
потенциала гладкомышечных клеток артерий мозга и почки при увеличении 
внутрисосудистого давления. Так, при интактном слое эндотелиоцитов повышение 
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артериального давления в мозговых артериях кошки сопровождалось уменьшением 
разности потенциалов на мембране гладкомышечных клеток на 0.35 мВ/мм рт. ст. При 
повреждении эндотелия коллагеназой - деполяризации не наблюдалось. Однако 
некоторые авторы не обнаруживают связи между эндотелиоцитами и гладкомышечными 
клетками [20]. К сожалению, неизвестно строение и плотность данных каналов в 
мембране эндотелиоцита. 
Если под влиянием растяжения мембраны эндотелиоцитов деполяризуются, то 
электротонически могут деполяризоваться мембраны гладкомышечных клеток сосудистой 
стенки. 
Возможный механизм эндотелийзависимого сокращения гладкомышечных клеток 
сосудистой стенки при увеличении внутрисосудистого давления предложил S.P.Olessen с 
соавт. (1987) [88]: небольшое напряжение сдвига эндотелиоцитов сопровождается 
открытием калиевых каналов и выходом катионов из клетки, что тем самым способствует 
гиперполяризации мембраны эндотелиоцитов. Более значительное напряжение сдвига 
приводит к открытию чувствительных к растяжению кальциевых каналов в мембране 
эндотелиоцитов. Следовательно, ионы кальция по концентрационному и электрическому 
градиенту поступают внутрь эндотелиоцита. Эта комбинация сигналов может 
сопровождаться высвобождением из эндотелиоцитов веществ, обладающих выраженными 
констрикторными свойствами (например, эйкозаноиды, эндотелин), которые будут 
воздействовать на прилегающие к эндотелию гладкомышечные клетки. 
Другим предполагаемым участком в клетке, воспринимающим изменение 
напряжения ее мембраны, являются плотные тельца, связанные с мембраной и 
сократительными элементами клетки. Следовательно, степень деформации мембраны 
должна быть точно передана на сократительный аппарат. Микроучасткам мембраны, 
соседним с плотными ее областями, приписывается способность «чувствовать» 
растяжение: подвергаясь деформациям, пропорциональным усилию сократительной 
системы клетки, они могли бы оставаться растянутыми даже при укорочении клетки в 
целом. Совокупность таких участков, расположенных последовательно с сократительным 
аппаратом клеток, могла бы «измерять» общее окружное натяжение стенки сосуда. 
Приведенные данные позволяют сделать заключение, что артериальная, а если 
быть более точным, артериолярная часть сосудистого русла обладает наиболее ярко 
выраженной способностю отвечать на изменения внутрисосудистого давления. 
Следовательно, феномен ауторегуляции, можно сказать, является, производным тонуса 
артериол. 
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ГЛАВА 2  
МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ ТОНУСА КОРОНАРНЫХ СОСУДОВ 
2.1. Множественность факторов эндотелийзависимой регуляции тонуса сосудов  
Регуляция величины артериального давления и потока крови осуществляется 
благодаря интегральному взаимодействию рефлекторного, гуморального и локального 
механизмов регуляции тонуса сосудов. Одним из локальных механизмов регуляции 
сосудистого тонуса является эндотелийзависимая регуляция сократительной активности 
гладкомышечных клеток артериальных сосудов. В основе этой регуляции лежит 
способность эндотелиоцитов синтезировать и высвобождать большое количество 
разнообразных соединений, обладающих вазоактивными свойствами. 
Монооксид азота. Для модуляции тонуса гладкомышечных клеток сосудов 
эндотелиоциты, выстилающие все кровеносные сосуды, могут высвобождать как 
дилататоры, так и констрикторы. Дилатация, зависящая от эндотелия, опосредуется 
несколькими факторами, включая оксид азота (NO) (Furchgott и Zawadzki, 1980; Palmer et 
al., 1988), простациклин (Moncada et al., 1976) и эндотелий гиперполяризующий фактор 
(EDHF) (Busse et al., 2002). 
Молекула оксида азота (NO) не имеет заряда, характеризуется небольшими 
размерами, высокой проницаемостью во внутри- и внеклеточных средах. Оксид азота – 
газообразное соединение с периодом полужизни от 3 до 5 секунд (от 0,1 сек. в миокарде 
до 6-30 сек. в физиологическом растворе) [5]. Наличие неспаренного электрона на 
внешней орбитали молекулы оксида азота обеспечивает ее высокую реакционную 
способность. Взаимодействие оксида азота с гем- и тиолсодержащими соединениями в 
значительной степени увеличивает время стабилизации NO [128, 129]. В процессах 
образования монооксида азота ключевая роль принадлежит ферменту NO-синтазе, однако 
в условиях гипоксии оксид азота может быть образован в результате окислительно-
восстановительной реакции нитрит-редуктазы [6]. Субстратом NO-синтазной реакции 
является аминокислота L-аргинин; конечными продуктами этой реакции, в зависимости от 
соотношения концентрации ко-факторов (флавинаденин-нуклеатида, 
флавинмононуклеатида, тетрагидробтоптерина) и косубстратов (О2 и 
никотинадениннуклеотиддифосфат) NO-синтазы, могут быть оксид азота и L-цитрулин, 
но и пероксинитрит, нитриты, суперокид-анион и др. 
Считается, что физиологически активными депо NO являются динитрозильные 
комплексы железа и S-нитрозотиолы [1, 2]. 
Активность NO-синтазы зависит от внутриклеточного содержания L-аргинина, 
активности у+ - транспортных систем аминокислот, интенсивности протеолиза белков и 
переаминирования L-цитруллина, а также от внутриклеточной концентрации 
тетрагидробиоптерина, поскольку это вещество способствует стабилизации комплекса 
эндотелиоцитарной NO-синтазы в активной димерной форме [7]. Действие различных 
агонистов - брадикинина, катехоламинов, вазопрессина, гистамина, субстанции Р, веществ 
тромбоцитарного происхождения (серотонина, АДФ), факторов свертывания крови (тромбина), 
активаторов мускариновых холинорецепторов (ацетилхолина) - может значительно 
увеличивать активность эндотелиальной NO-синтазы [129, 175]. Образовавшийся в ходе 
ферментативной реакции монооксид азота диффундирует к сосудистым гладкомышечным 
клеткам, связывается с атомом железа гема в активном центре растворимой гуанилатциклазы и 
активирует ее. Помимо монооксида азота, активацию растворимой гуанилатциклазы в различных 
условиях могут также вызывать активные формы кислорода, окись углерода СО, 
провоспалительные цитокины и др. [61, 75]. Активированная растворимая гуанилатциклаза 
превращает ГТФ в ц-ГМФ. ц-ГМФ фосфорилирует ц-ГМФ-зависимую протеинкиназу, что 
приводит к снижению концентрации внутриклеточного кальция. ц-ГМФ изменяет также 
Na+/Ca2+ обмен в сосудистых гладкомышечных клетках, функционирование ц-ГМФ-зависимых 
ионных каналов, ингибирует активность фосфодиэстеразы [52, 176, 100].  
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Действие монооксида азота может также осуществляться через механизмы, не связанные 
с активацией растворимой гуанилатциклазы. NO способен активировать АДФ-рибозил-
трансферазу, что вызывает рибозилирование цитозольного фермента глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназы и снижение его активности. В результате нарушаются процессы аэробного 
гликолиза на стадии образования 1,3-дифосфоглицерата и уменьшается образование АТФ [14, 50]. 
Наряду с этим, монооксид азота и/или пероксинтрит приводят к ингибированию активности 
митохондриального электронно-транспортного комплекса I и II, аконитазы, АТФ-синтазы и 
цитохромоксидазы [26, 137]. Считается, что только значительные концентрации оксида азота 
или пероксинитрита вызывают снижение тонуса кровеносных сосудов вследствие 
необратимого нарушения образования АТФ в митохондриях гладкомышечных клеток. 
Появление блокаторов NO-синтазы позволило детально изучить in vitro и in vivo 
роль NO в регуляции сосудистого тонуса [135]. Стало очевидно, что in vivo NO постоянно 
высвобождается из эндотелия, а также его образование увеличивается в ответ на 
стимуляцию эндотелиальной клетки веществами, циркулирующими в крови, или в 
результате изменения напряжения сдвига, возникающего на поверхности эндотелия [28].  
В 1980 г. R. Furchgott и J. Zavadzki [72] впервые обнаружили, что в осуществлении 
расслабления изолированных артерий, происходящего под воздействием ацетилхолина, 
обязательно необходим интактный эндотелий. Данное вещество, высвобождающееся из 
эндотелиоцитов как в просвет сосуда, так и по направлению к гладкомышечным клеткам, 
получило название эндотелиального фактора релаксации, идентифицированного 
впоследствии как монооксид азота [135]. 
Направление биологической эволюции, как известно, определяются физико-
химическими и биологическими факторами. Эволюция биохимических систем, в том 
числе и NO-синтазных и нитритредуктазных, начиналась с простых соединений, которые 
входили в состав первобытной атмосферы и гидросферы. Анализ NO-синтазных реакций 
показывает, что в ходе этих реакций из гуанидинового азота (NH2-группа) L-аргинина 
через промежуточное соединение – гидроксил –L-аргинин (OH-L-аргинин) – образуется 
NO (рис. 2.1).  
Выделены химические группировки, которые участвуют в реакции. Согласно 
существующим представлениям одним из наиболее важных этапов в NO-синтазной 
реакции является окисление гуанидинового азота при участии супероксидных анион-
радикалов, образующихся на домене Р-450 NO-синтазы. Затем гидроксилированная форма 
L-аргинина превращается в L-цитруллин с одновременным образованием NO, который 
затем в присутствии кислорода и его активированных форм превращается в ионы NO2 и 
NO3. 
В клетках млекопитающих NO синтезируется из L-аргинина с помощью ферментов 
NO-синтаз.  
Схематично реакцию синтеза NO можно представить в виде уравнения (1.1): 
 
OHNADPNOCitHONADPHArg
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43223432   (1.1), 
 
где Arg – аргинин; Cit – цитруллин. 
Катализируют эту реакцию семейство ферментов, называемых NO-синтазами 
(NOS) [25].  
Каждый мономер NOS состоит из двух доменов: оксигеназного и редуктазного. 
Каждая подъединица скрепляется цинковым ионом, который связан двумя цистеинами от 
каждого оксигеназного домена. Кальмодулин (CaM) связывает области доменов между 
собой (рис. 2.2). Редуктазный домен поставляет электроны для NOS реакции, которая 
протекает в оксигенозном домене. Домен редуктазы состоит из двух редокс-активных 
простетических групп, флавин аденин динуклеотид (flavin adenine dinucleotide) (FAD) и 
флавин мононуклеотид (flavin mononucleotide (FMN)). 
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Рисунок 2.1. Образования оксида азота в организме млекопитающих при участии NO-синтазы 
Никотинамид аденин динуклеотид (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)) 
передает электрон FAD, который передает электрон на FMN. FMN передает электрон на 
гемсодержащую группу (Fe) (рис. 2.2, 2.3) оксигеназного домена на противоположной 
подъединице. Оксигеназный домен содержит 5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (H4B) (рис. 2.2, 
2.3) и уже упомянутую гемсодержащую группу. Это также редокс-активные группы. 
Помимо гемм и BH4, оксигеназный домен связывает L-аргинин (Arg) основания, который 
принимает участие в NO-синтазной реакции. 
Нейрональная NO-синтаза (NOS-1) впервые была обнаружена в нервной ткани. 
Кроме этого NOS-1экспрессируется в кардиомиоцитах, скелетных мышцах, эпителии 
бронхов и трахеи. Нейрональная NO-синтаза – конституциональный фермент и его 
экспрессия в значительной степени регулируется концентрацией ионов Са2+ в клетке. 
NOS-1 принимает участие в формировании механизмов памяти, модулирует 
болевое раздражение, фермент ответственен за координационные связи между нервной 
активностью и сосудистым тонусом. Повышение агрессивности и сексуальности у 
животных наблюдается при ингибировании NOS-1, а также увеличение частоты 
небольших церебральных инфарктов. 
Второй тип – NOS-2 (iNOS) – индуцибельный фермент, уровень его активности не 
зависит от концентрации ионов кальция в клетке. Основными индукторами NOS-2 
являются макрофаги, однако индукция может быть вызвана воспалительными 
цитокинами, некоторыми компонентами клеточной стенки грамположительных бактерий, 
эндотоксинами, механическим повреждением сосудистой стенки, беременностью. 
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Индуцибельная NO-синтаза способна синтезировать цитотоксические уровни монооксида 
азота. Гиперпродукция NO, продуцируемая iNOS, как правило, приводить к гипотонии 
сосудов, а также к развитию септического шока. Исследования последних лет показали, 
что iNOS – конституциональный фермент. Этот фермент обноружили в некоторых 
фетальных тканях, в эпителии бронхов человека, почках крыс. 
 
 
Рисунок 2.2. Структура димера NO-синтазы 
 
 
Рисунок 2.3. Сруктура димера eNOS, iNOS, nNOS 
Экспрессия iNOS в сердце происходит в норме и при патологии в макрофагах, 
фибробластах, эндотелиоцитах коронарных сосудов и эндокарда, гладкомышечных 
клетках коронарных сосудов, во взрослых и неонатальных кардиомиоцитах [97, 122]. 
Выявлен факт участия iNOS в кардиомиогенезе – ее экспрессия выявлена уже в 
эмбриональном периоде [130, 134]. 
В кардиомиоцитах iNOS локализована вдоль сократительных волокон, в 
плазматических мембранах, включая Т-тубулы, ядерную оболочку, митохондрии и 
комплекс Гольджи. Ее расположение вблизи митохондрий и сократительных волокон 
позволяет предположить участие NO, продуцируемого iNOS, в регуляции энергетических 
процессов и сокращении сердца [97]. Экспериментальная блокада NOS-2 приводит к 
повышению чувствительности организма к инфекции, ослаблению, но не полной утрате 
гипотензивного эффекта эндотоксина, нарушению кардиопротекции. Было показано, что 
цитокин-индуцированная экспрессия и активность эндогенного iNOS может играть 
ключевую роль в поддержании нормальной функции эндотелия. Таким образом, 
подавление экспрессии индуцибельного монооксида азота или ограничение клеточного 
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субстрата, что наблюдается у пациентов с атеросклерозом, может вносить существенный 
вклад в дисфункцию эндотелия во время окислительного стресса [87]. 
К настоящему времени накоплен большой материал о механизме регуляции 
активности iNOS в макрофагах и гладкомышечных клетках 49]. Так при 
интермитирующей гипоксии возникает небольшая активация генов ответственных за 
синтез iNOS с последующим депонорованием NO. Действие различных стрессоров 
приводят к образованию iNOS. Наибольшая концентрация iNOS наблюдается через 6 – 12 
часов после начала действия агента. Гиперпродукция NO, продуцируемого iNOS, 
оказывает негативное влияние на аконитазу, гуанилатциклазу, компоненты дыхательной 
цепи митохондрий, рибонуклеотидредуктазу. Гиперпродукция оксида азота, 
продуцируемого индуцибельной NO-синтазой может быть рассмотрена в качестве 
патогенетического механизма нарушения синтеза ДНК и энергетического обмена [140, 
143]. В организме эта способность оксида азота используется для уничтожения 
опухолевых клеток макрофагами, которые не только сами производят NO, но и 
секретируют фактор некроза опухолей, вызывающий индукцию NOS в опухолевых и 
других клетках. Активация iNOS имеет место при болезнях иммунной системы, сердечно-
сосудистых и злокачественных заболеваниях, остром и хроническом воспалении. При 
воспалении, особенно при септическом шоке, происходит увеличение уровня пептида, 
ассоциированного с геном кальцитонина. Этот пептид представляет собой цАМФ-
зависимый сосудорасширяющий агент. При эндотоксическом шоке активация iNOS и 
избыточная продукция NO чреваты немедленными тяжелыми последствиями. 
Гиперпродукция монооксида азота обуславливается экспрессией iNOS под влиянием 
цитокинов опосредована активирующимся ядерным фактором транскрипции NF-kB и, в 
некоторых случаях, активацией еNOS. При избытке NO происходит инактивация 
железосодержащих белков - дыхательных ферментов митохондрий, что ингибирует рост и 
деление клеток. Избыток NO в сердечно-сосудистой системе повышает проницаемость 
сосудов, следствием чего является развитие отеков тканей, вызывает кардиотоксическое 
действие, провоцирует стойкую генерализованную вазодилатацию и выраженное падение 
АД [105]. 
NOS-3 – мембраносвязанный белок, активность которого зависит от мембранной 
локализации. Чаще всего фермент связывается с кавеолами. Кавеола представляет собой 
инвагинацию плазматической мембраны. Она характеризуется наличием большого 
количества холестерина, сфинголипидов, сайтов для связывания сигнальных белков (G-
белков), инозитол-3-фосфата, протеинкиназ и трансмембранного белка кавеолина. Этот 
белок способен формировать белковые «подмостки» для органелл, взаимодействовать с 
цитоскелетом. Мембрана эндотелиоцитов – преимущественное место локализации кавеол. 
Однако они обнаружены в кардиомиоцитах, адипоцитах и некоторых других клетках [52, 
57]. Основные функции монооксида азота эндотелиального происхождения следующие: (1) 
поддержание базального тонуса кровеносных, в том числе и коронарных сосудов; (2) 
предупреждение адгезии и агрегации тромбоцитов к эндотелию; (3) ингибирование экспрессии 
молекул адгезии на эндотелиоцитах; (4) влияние на характер взаимодействий между 
эндотелиальными клетками и лейкоцитами; (4) регуляция пролиферации и миграции 
сосудистых гладкомышечных клеток; (5) подавление апоптоза эндотелиоцитов и сосудистых 
гладкомышечных клеток; (6) поддержание про- и антиоксидантного равновесия в крови и 
сосудистой стенке [10, 34, 67]. 
Простациклин - это второй известный продукт эндотелиального происхождения, 
который может вызывать гиперполяризацию и расслабление сосудистой гладкой мышцы. 
Расслабление гладкомышечных клеток происходит благодаря увеличению 
внутриклеточной концентрации ц-АМФ [17]. Кроме того, релаксирующий эффект 
простациклина может усиливаться оксидом азота. Это возможно благодаря тому, что 
оксид азота может действовать в качестве ингибитора фосфодиэстеразы – фермента, 
разрушающего ц-АМФ [100]. ц-АМФ также способен открывать АТФ-чувствительные 
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калиевые каналы в мембране гладких миоцитов (КАТФ), в результате чего увеличивается 
выход ионов калия из клетки и возникает гиперполяризация [62, 100].  
В 1984 г. Болтон и др. впервые показали, что стимуляция эндотелия сосудов 
вызывает гиперполяризацию и расслабление гладкой мышцы мезентериальной артерии 
морской свинки [24]. В тоже время, эндотелиальный NO способен гиперполяризовать 
гладкую мышцу лишь в некоторых сосудах. Позже стало очевидным, что подобную 
гиперполяризацию вызывает и простациклин [151]. Однако то обстоятельство, что в 
условиях блокады синтеза NO и простагландинов стимуляция эндотелия многих сосудов 
все же способна вызвать гиперполяризацию сосудистых гладких мышц, послужило 
основанием назвать это соединение неизвестной природы эндотелиальным фактором 
гиперполяризации (EDHF).  
В соответствии с этим NO, эйкозаноиды и эндотелиальный фактор 
гиперполяризации (EDHF) были идентифицированы как главные релаксирующие факторы 
эндотелиального происхождения. Простациклин отвечает всем требованиям, 
предъявляемым к EDHF. Однако в большинстве случаев эндотелийзависимая 
гиперполяризация сосудистой гладкой мышцы является устойчивой к действию 
блокаторов синтеза простагландинов. 
Наблюдения, выполненные на интактных животных, подтвердили важную роль 
EDHF в регуляции диаметра маленьких сосудов in vitro [88]. Кроме того, было показано, 
что, по крайней мере, в некоторых артериях NO может подавлять доступность и 
эффективность EDHF [103].  
Таким образом, нарушение биодоступности NO, которое наблюдается при 
различных заболеваниях, выявляет действие EDHF. Главная роль EDHF заключается в 
том, чтобы компенсировать ослабление влияния NO [54, 173].  
К возможным веществам, действующим как эндотелиальный 
гиперполяризующий фактор или факторы (EDHF) и вызывающим гиперполяризацию 
гладкомышечных клеток, в настоящее время относят производные цитохром Р-450 
монооксигеназы - эпоксиэйкозотриеновые кислоты (ЕЕТ) [43], ионы калия [53], 
каннабиноиды [66, 141, 146], пероксид водорода [35, 91] и электрическое сопряжение 
эндотелиальных и гладкомышечных клеток при помощи миоэндотелиальных плотных 
контактов (gap junctions) [121, 178]. 
Эпоксиэйкозотриеновые кислоты (11-12 ЕЕТ). ЕЕТ-зависимый EDHF вносит вклад 
в развитие эндотелийзависимой вазодилатации, который может обеспечить полное 
расслабление и является чувствительным к коктейлю харибдотоксин+апамин.[30, 53, 63, 
84]. Установлена роль эндотелиальной цитохром Р450 монооксигеназы в модуляции 
эндотелийзависимой гиперполяризации в коронарных сосудах различных видов 
животных. Первым крупным достижением было осуществление синтеза и выяснение 
свойств специфического антагониста эпоксиэйкозатриеновой кислоты 14-15-эпоксиэкозо-
5Z-моноеновой кислоты (14-15-EEZE) и его метилсульфонимидного производного. Этот 
антагонист ингибировал эндотелийзависимое расслабление и устойчивую к ингибиторам 
NO-синтазы и циклооксигеназы гиперполяризацию. Мишень (рецептор, канал или 
фермент) действия 14-15-EEZE все еще неизвестна (эндотелий или гладкомышечная 
клетка). Более того, уже выявлено влияние 14-15-EEZE на SКСа и IКСа-каналы 
эндотелиоцитов. Таким образом, это соединение может стать инструментом для точной 
идентификации роли ЕЕТ в EDHF-опосредуемых ответах. 
Тот факт, что в условиях ингибирования NO-синтазы и циклооксигеназы 
наблюдается подавляемое блокатором цитохром Р450 монооксигеназы 
ацетилхолинзависимое расслабление сосудов m.cremaster хомячка, позволяет 
предположить, что в данном сосудистом ложе имеет место высвобождение ЕЕТ. Подобно 
этому, в артериолах m.gracilis самок мышей с отсутствующими генами NO-синтазы shear 
stress также вызывает высвобождение продукта цитохрома Р450 эпоксигеназы. Этот факт 
подтверждается тем, что циклическое растяжение и напряжение сдвига на эндотелиоцитах 
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(shear stress) увеличивают экспрессию и активацию цитохром Р450 2С в эндотелиальных 
клетках [70]. В исследованиях, проведенных с использованием коронарных артерий 
различных видов животных, было показано, что в этих сосудах в роли EDHF выступает 
ЕЕТs. Они вызывают гиперполяризацию гладкомышечных клеток, благодаря активации 
калиевых каналов большой проводимости, расположенных в их мембране [182]. 
Дополнительная роль ЕЕТ заключается в том, что он вызывает гиперполяризацию 
тромбоцитов, а в мозговом кровообращении производное астроцитов 8,9-ЕЕТ оказывает 
ангиогенный эффект и способствует пролиферации эндотелиоцитов [30]. 
Ионы К+. Впервые на препаратах мезентериальной и печеночной артерий было 
показано, что через эндотелиальные калиевые каналы ионы калия выходят и 
накапливаются во внеклеточном пространстве, тем самым вызывая гиперполяризацию 
окружающих гладких мышц [20, 89, 90]. Этот механизм также наблюдается при EDHF-
опосредуемом ответе печеночной артерии крысы и людей, так же, как и в маленьких 
коронарных артериях свиньи [36]. В гладкомышечных клетках артерий крысы имеются 
две мишени, на которые действуют ионы К+, высвободившиеся из эндотелиоцитов, - Кir-
каналы и Na+/K+ АТФ-аза. Это влияние ионов К+ на мембранный потенциал вызывает 
гиперполяризацию и расслабление гладкомышечных клеток [45, 46]. Подобный механизм 
может объяснить тот факт, что ионы калия действуют как EDHF и в деполяризованных 
тканях устраняют EDHF-опосредуемый ответ [68].  
Подобно натрию, калий является вазоактивным ионом. Например, когда раствор 
хлористого калия вводят в артерию, то это сопровождается увеличением кровотока в 
области кровоснабжения этой артерией. Калий является главным внутриклеточным 
катионом, и, как уже было показано, теряется клетками скелетной мышцы во время 
физической нагрузки, затем пересекает внеклеточное пространство и вызывает локальную 
дилатацию артериол [47, 80, 81]. Если калиевые ионы играют роль как локальный 
метаболический регулятор кровотока в скелетной мышце, то, вероятно, они также могут 
быть вовлечены в регуляцию коронарного кровотока. В 1936 году было 
продемонстрировано, что ионы калия расслабляют изолированные сосудистые полоски. 
Это было подтверждено и более поздними исследованиями [109]. 
Вызываемая ионами калия вазодилатация [144] возникает в результате 
гиперполяризации сосудистых гладкомышечных клеток, развивающейся вследствие 
стимуляции электрогенного Na-K-насоса и /или активации внутренне выпрямляющих Kir-
калиевых каналов [42]. В скелетных мышцах и мозге увеличение калием кровотока 
является необходимым для обеспечения возрастания метаболической потребности ткани. 
Ионы калия также высвобождаются эндотелиальными клетками в ответ на действие на 
них нейрогуморальных медиаторов и физических сил (подобно shear stress) и, будучи 
компонентом EDHF опосредуемого ответа, вносят вклад в эндотелийзависимое 
расслабление [40, 41, 171]. Увеличение потребления калия с пищей может приводить к 
уменьшению артериального давления у пациентов с нормальным артериальным 
давлением и у гипертоников. Однако, в отличие от ограничения NaCl, ответ на добавление 
калия к пище наступает медленно, в течение 4-х недель. Применение подобной добавки 
приводит к уменьшению потребности в гипотензивных средствах [82]. Больные с «соль-
зависимой» гипертензией отвечают особенно хорошо, возможно, частично, потому, что 
употребление калия приводит к увеличению экскреции с мочой хлористого натрия. 
Добавление калия в пищу даже может приводить к снижению органных системных 
осложнений артериальной гипертензии (например, инсульта) [82]. 
Пероксид водорода. В различных сообщениях пероксид водорода представлен как 
вазоконстиктор [86] либо вазодилататор [59], либо как вещество, сочетающее в себе оба 
свойства [44, 118]. Кроме того, был показан различный эффект перекиси водорода 
эндогенного и экзогенного происхождения [158]. Подобные различия, по-видимому, 
зависят от следующего: во-первых, выполнялись ли эксперименты in vivo или in vitro; во-
вторых, исследовали ли проводниковый или резистивный сосуды; в-третьих, эксперимент 
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проводился в естественных условиях или в условиях фармакологического увеличения 
тонуса. Так, в ответ на введение перекиси водорода изолированная хвостовая артериола 
мыши суживается [147], в то время как мезентериальная артериола расширяется [158]. В 
большинстве сообщений, касающихся влияния перекиси водорода на тонус коронарных 
сосудов, указывается, что пероксид водорода расслабляет артериолярную и артериальную 
сосудистую гладкую мышцу [21, 115]. Было показано, что пероксид водорода является 
EDHF [91] и медиатором потокиндуцируемой дилатации [152]. Таким образом, считается, 
что эндотелий продуцирует пероксид водорода как вещество, расслабляющее сосудистую 
гладкую мышцу. Также было установлено, что пероксид водорода опосредует реактивную 
гиперемию [104, 165], а в сочетании с монооксидом азота и аденозином оказывает 
влияние на ауторегуляцию коронарного потока [92]. P.A. Rogers et al. (2006) показали, что 
пероксид водорода увеличивает коронарный кровоток как in vivo, так и in vitro, оказывает 
свое влияние на тонус гладкой мышцы посредством активации чувствительных к 4-
аминопиридину калиевых каналов. Одним из механизмов действия перекиси водорода на 
сократительную активность гладкой мышцы является окисление редокс-чувствительных 
белковых SH-групп [58, 79]. 
В пилотных работах при изучении влияния реактивных форм кислорода на тонус 
коронарных сосудов, как правило, описывалось негативное влияние активных форм 
кислорода (АФК). Например, существует много исследований, в которых описывается, 
что АФК повреждают эндотелиоциты коронарных сосудов, тем самым препятствуют 
передаче сигналов NO [12]. АФК также могут ухудшать функции ионный каналов, 
расположенных в гладкомышечных клетках сосудов сердца. Известно, что пероксинитрит 
ингибирует активность BKCa-канала гладкомышечных клеток коронарных артериол 
человека [138], супероксид анион снижает функцию KV-канал гладких миоцитов 
коронарных артерий крыс [114]. Однако, важно отметить, что количество и тип АФК 
являются важными сигналинговыми молекулами для нормальной функции коронарного 
сосуда в здоровом сердце [27]. В частности, особый интерес вызывает H2O2, как активатор 
калиевых каналов, расположенных в гладкомышечных клетках коронарных сосудов. В 
коронарных миоцитах H2O2 рассматривают как медиатор коронарной вазодилатации, 
поскольку исследования показывают, что H2O2 может быть рассмотрен как кандидат на 
коронарный метаболический вазодилататор и являться эндотелиальным 
гиперполяризующим фактором [58]. Есть эндотелийзависимые и независимые эффекты 
H2O2 при вазодилатации коронарных артериол; активация именно BKCa-, но не KATP-
каналов оказывает эффект на гладкомышечные клетки венечных сосудов [168]. В 
коронарных артериолах человека вазодилатация опосредована действием от H2O2 на 
BKCa-каналы через редокс-чувствительную димеризацию протеинкиназы G [183]. 
Тетраэтиламмоний-чувствительные калиевые каналы (BKCa или KV) в коронарных сосудах 
являются редокс-чувствительными мишенями в ответ на действии эндогенного H2O2 во 
время ишемия реперфузионного повреждения, обладая кардиозащитным эффектом [33]. В 
сердце собаки эритропоэтин усиливает H2O2- и BKCa-опосредованную дилатацию 
коронарных коллатеральных артериол при ишемии [65]. Редокс-чувствительные KV (но не 
BKCa) каналы опосредуют индуцированную H2O2 вазодилатацию коронарных артериол у 
собак и в сердце собаки in vivo [79]. Также сообщалось, что тетраэтиламмоний-
чувствительные калиевые каналы (BKCa или KV) в микроциркуляторном русле сердца 
собак являются мишенями эндогенного H2O2 в индуцированной стимуляцией 
метаболической коронарной вазодилатация [181]. В гладкомышечных клетках 
коронарных сосудов собаки индуцированная H2O2 активация BKCa- и KV-каналов были 
продемонстрированы с использованием методов патч-зажима [150]. В коронарных 
миоцитах свиньи, продукты метаболизма арахидоновой кислоты опосредуют 
индуцированную H2O2 стимуляцию BKCa- каналов [21, 22]. В то время как несколько 
типов калиевых каналов активируются H2O2, KV-каналы могут играть наиболее важную 
роль в индуцированной H2O2 коронарной метаболической вазодилатации по четырем 
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причинам. Во-первых, эксперименты с селективным ингибитором KV-канала 4-
аминопиридином показывают, что эндогенный H2O2, полученный из миокарда, 
представляет собой сигнал обратной связи (разомкнутый контур) в коронарной 
метаболической вазодилатации in vivo у собак [93]. Во-вторых, 4-аминопиридин-
чувствительные KV-каналы способствуют регуляции коронарного кровотока в покое и во 
время тренировок на беговой дорожке у свиней, сопровождающейся увеличением 
потребления миокардом кислорода [23]. Таким образом, существует линейная 
зависимость между коронарным кровотоком и сердечным метаболизмом (оцененная как 
продукт среднего артериального давления и частоты сердечных сокращений) у мышей 
дикого типа; связь между потреблением и потребленным миокардом кислородом заметно 
снижена у мышей с выбитыми генами KV1.5.  
Анандамид. Рэндал и соавторы в 1996 году предположили, что EDHF представляет 
собой производное арахидоновой кислоты анандамид, который взаимодействует 
каннабиноидными рецепторами, расположенными на гладкомышечных клетках [16]. 
Применение блокаторов каннабиноидных рецепторов предупреждает эффект 
эндотелиального фактора гиперполяризации. Кроме того, его эффект уменьшался при 
увеличении внеклеточной концентрации ионов калия, препятствующей появлению 
гиперполяризации. Однако в этой работе не было прямо продемонстрировано, что 
анандамид вызывает гиперполяризацию гладкомышечных клеток вследствие активации 
калиевых каналов [16]. 
Межклеточные контакты. Возможность прямого внутриклеточного 
распространения широко обсуждается в литературе, а также служит подтверждением 
существования миоэндотелиального плотного контакта (gap junctions) [76]. Более того, 
пептидный ингибитор плотных контактов подавлял, но не устранял действие EDHF на 
гладкую мышцу [39, 99]. 
Благодаря использованию ингибиторов появились доказательства вовлечения 
миоэндотелиальных плотных контактов почечных сосудов в механизм действия EDHF in 
vivo [48]. Это исследование показало, что пептидные ингибиторы не только блокируют 
вызываемое ацетилхолином, обусловленное EDHF увеличение кровотока, но также и 
снижают базальный кровоток в этом сосудистом ложе. 
В последние несколько лет появились данные, касающиеся роли межклеточных 
контактов в распространении гиперполяризации. Плотные контакты между 
эндотелиальными клетками облегчают продольное распространение вызванной 
агонистами как гиперполяризации, так и расслабления, в то время как плотные контакты 
между гладкомышечными клетками, возможно, благодаря диффузии инозитол-3-фосфата 
или ионов Са 2+, координируют базальный тонус артериолярных сегментов. Эти 
соединения, характеризующиеся пенталаминарной структурой, находятся между 
прилегающими к эндотелию гладкомышечными клетками, встречаются в кровеносных 
сосудах (мезентериальная артерия крысы), в которых показано эндотелийзависимое 
расслабление (гиперполяризация), устойчивое к комбинации ингибиторов 
циклооксигеназы и NO-синтазы. Напротив, в кровеносных сосудах (бедренная артерия 
крысы), в которых подобный ответ не наблюдается, миоэндотелиальные плотные 
контакты отсутствуют (рис. 2.4). 
Дальнейшее подтверждение обязательного участия миоэндотелиальных плотных 
контактов в EDHF-опосредуемом ответе, наблюдающемся в мезентериальной артерии 
крысы, получено при наблюдении вызываемой ацетилхолином гиперполяризации 
эндотелиальных клеток как мезентериальной, так и бедренной артерии, а 
гиперполяризация гладкомышечных клеток - только в мезентериальной артерии. Таким 
образом, регуляция экспрессии миоэндотелиальных плотных контактов может объяснить 
компенсаторное возрастание роли EDHF-опосредуемого ответа в хвостовой артерии 
гипертензивных крыс. Является ли плотный контакт местом преимущественного переноса 
электрических зарядов или молекул-посредников (EDHF), все еще остается нерешенным 
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вопросом. Однако образование циклического АМФ, несомненно, вовлечено в данный 
ответ благодаря вызываемому им увеличению проницаемости миоэндотелиальных и 
гомоклеточных плотных контактов. 
Физиологическая и патофизиологическая роль EDHF-опосредуемых ответов. Два 
главных факта указывают на роль EDHF-опосредуемого ответа в регуляции сосудистой 
системы. Во-первых, у анестезированных крыс блокада NO-синтазы увеличивает 
базальную проводимость в мезентериальном сосудистом ложе и сосудах нижней 
половины туловища. Сочетанное локальное применение харибдотоксна+апамина не 
оказывало влияние ни в одном сосудистом ложе. Однако вызываемое ацетилхолином 
увеличение проводимости было чувствительно как к блокатору NО-синтазы, так и к 
комбинации харибдотоксина+апамина (но не ибериотоксину). Это указывает на то, что 
EDHF-опосредуемый ответ вносит небольшой вклад в базальную проводимость [56]. Во-
вторых, в изолированных мезентериальных артериях крысы, находящихся в условиях 
повышенной экспрессии SKCa (ХЗ), чувствительность к фенилэфрину снижается, по 
сравнению с животными с нормальным содержанием калиевых каналов. Этот эффект 
блокировался комбинацией харибдотоксин+апамин. У этих животных диаметр 
кровеносных сосудов увеличивался, а плотность артерий становилась больше. Подавление 
повышенной экспрессии калиевых каналов доксициклином приводит к увеличению 
кровяного давления и выраженному снижению абсолютного значения мембранного 
потенциала гладкомышечных клеток [56]. 
 
Рисунок 2.4. Структура плотных контактов 
 
Описаны два пути ответов EDHF. Классический путь EDHF включает открытие 
промежуточных кальцием активируемых калиевых каналов (IKCa) и калиевых каналов 
малой проводимости (SKCa), расположенных в эндотелиоцитах с последующей 
гиперполяризацией и вазорелаксацией гладкомышечных клеток сосудов. Либо через 
активацию нисходящего сигналингового пути [154] или миоэндотелиальных контактов 
[74]. Иной путь активации EDHF не связано с гиперполяризацией эндотелия, но включает 
высвобождение эндотелиальных факторов, такие как NO, нитроксил (HNO) и 
эпоксиэйкосатриеновый кислоты (EET). Чтобы вызвать гиперполяризацию 
гладкомышечных клеток сосудов эти вещества действуют на калиевые каналы, 
расположенные в гладкомышечных клетках [174]. Например, в артерии брыжейки крыс, 
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эндотелийзависимая релаксация опосредуется NO, классический путь EDHF, но 
существует также роль и неклассического пути EDHF [11]. Относительный вклад каждого 
пути могут измененяться при сосудистых заболеваниях [125].  
При различных заболеваниях сосудов наблюдается снижение EDHF-опосредуемых 
ответов. Эксперименты на изолированных артериях человека, полученных из биоптатов 
миометрия, показали, что у беременных женщин с преэклампсией имеются 
специфические нарушения EDHF-опосредуемой вазодилатации [110]. Более того, 
существуют доказательства улучшения EDHF-опосредуемого ответа благодаря введению 
крысам с удаленными яичниками эстрогенов и старым крысам - блокаторов 
ангиотензинпревращающего фермента. 
Подводя итог приведенным в данном разделе фактам, можно заключить, что не так 
давно о природе EDHF существовало столько гипотез, сколько ученых работали в этом 
направлении. В настоящее время обнаружен универсальный механизм, который позволяет 
объяснить большинство ответов, являющихся следствием действия EDHF и 
наблюдающихся во всех изучаемых кровеносных сосудах и видах животных. Описан 
феномен эндотелийзависимой гиперполяризации, согласно которому, во-первых, в 
результате увеличения внутриклеточной концентрации Са2+ в эндотелиоцитах 
активируются SKCa и/или IKCa каналы; во-вторых, в результате этого высвобождаются 
эндотелиальные вазорелаксирующие субстанции, вызывающие гиперполяризацию 
гладкомышечных клеток. Через миоэндотелиальные плотные контакты гиперполяризация 
электротонически распространяется на прилегающие гладкомышечные клетки, которые 
формируют функциональный синцитий. Кроме того, выходящие через открытые SKCa и 
IKCa каналы эндотелиоцитов ионы К+ могут вызывать гиперполяризацию прилегающих 
гладкомышечных клеток артериальных сосудов, активируя Kir-каналы и/или Na+/K+ АТФ-
азу. Эти механизмы могут иметь место одновременно, последовательно и действовать 
энергично. Соотношение этих механизмов будет зависеть от разных условий, которые 
включают в себя состояние гладкомышечных клеток, плотность миоэндотелиальных 
контактов, а также уровень экспрессии изоформ цитохором Р450 монооксигеназы, Kir и 
Na+/K+ АТФ-азы. 
2.2. Механизмы регуляции монооксида азота  
Недавние исследования показали, что экспрессия цитоглобина, индуцированного 
эндотелиальными клетками, способствует модуляции оксида азота в гладкомышечных 
клетках сосудов [60]. 
Цитоглобин представляет собой широко экспрессированный белок гема, который 
связывает кислород, окись углерода и оксид азота. Lilly B. с соавторами показали, что 
снижение концентрации цитоглобина в гладкомышечных клетках артериальных сосудов 
приводит к увеличению клеточного оксида азота. Ученые пришли к выводу о том, что 
монооксид азота, продуцируемый эндотелицитами, увеличивает способность 
гладкомышечных клеток метаболизировать оксид азота путем повышения активности 
цитоглобина [60]. 
Одной из молекулярных мишеней для оксида азота могут являться белки, 
содержащие сульфгидрильные группы. Оксид азота может быть рассмотрен, как 
эффективный катализатор образования ковалентной связи между двумя атомами серы 
(дисульфидных мостиков). Благодаря взаимодействию с сульфидными группами, оксид 
азота может регулировать биосинтез белка в клетке [128]. 
Эффект монооксида азота частично опосредуется ВКСа-каналами гладкомышечных 
клеток сосудов. Существует две гипотезы, объясняющие эффект монооксида азота на 
ВКСа-каналы. Одна из них связана с активацией оксидом азота растворимой 
гуанилатциклазы с последующим увеличением производства цГМФ и активацией цГМФ-
зависимой протеинкиназы. Последняя в свою очередь увеличивает активность ВКСа-
каналов. Другая гипотеза утверждает, что монооксид азота активирует ВКСа-каналы 
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независимо от цГМФ-зависимой протеинкиназы, т.е. предполагается прямое воздействие 
NO на ВКСа-каналы [15, 69, 127, 142]. 
Предполагают, что монооксид азота может модулировать активацию АТФ-
чувствительных калиевых каналов через увеличение вторичного посредника цГМФ. 
цГМФ-зависимые протеинкиназы способны фосфорилировать домены КАТФ-калиевых 
каналов, тем самым способствуя кардиопротекции [29, 77]. Мийоши с соавторами [111, 
120] продемонстрировали, что монооксид азота повышает активность АТФ-
чувствительных калиевых каналов гладкомышечных клеток сосудов. Кроме того, 
известно о прямой активации митохондриальных КАТФ-калиевых каналов экзогенным 
монооксидом азота. Активацию АТФ-чувствительного калиевого канала рассматривают 
как потенциальный механизм защиты миокарда в раннем и позднем ишемия-
реперфузионном повреждении [13]. 
Как уже говорилось ранее, пероксинитрит в микромолярных концентрациях снижает тонус 
коронарных артерий и предотвращает активацию лейкоцитов и их адгезию к эндотелиоцитам 
[139]. Положительные эффекты, вызванные действием небольших концентраций 
пероксинитрита, объясняют нитрозилированием тиолсодержащих соединений [166], а также 
взаимодействием его со спиртовыми группами, в результате чего образуется депо монооксида 
азота [4]. Взаимодействие монооксида азота с тиолсодержащими соединениями и 
гемсодержащими протеинами также существенным образом продлевает время существования 
его молекулы [8], считается, что динитрозильные комплексы железа и S-нитрозотиолы 
являются физиологически активными депо NO [1, 3]. 
Хроническая физическая нагрузка у собаки индуцирует значительное расширение 
коронарных артерий в ответ на кратковременное введение ацетилхолина. Обнаруженный 
эффект может объясняться более интенсивной генерацией NO вследствие экспрессии гена 
eNOS. Возможно, в полный цикл установленного пути регулирования вовлечена система 
гипофиз – надпочечники как неспецифический механизм долговременной адаптации 
организма к различного рода стрессорным воздействиям. Во многих работах приводятся 
свидетельства участия других стероидных гормонов (половых) в регуляции синтеза NO 
[149].  
Описан положительный эффект 17-эстрадиола на уровень образования монооксида 
азота в головном мозге, почках, сердце и скелетных мышц морских свинок; показано, что 
введение небольших доз 17-эстрадиола вызывает у крыс увеличение базального уровня 
NO [9, 113]. Аналогичный эффект вызывает эстроген посредством усиления экспрессии 
мРНК еNOS в ЦНС и в клетках эндотелия. Инкубация клеток эндотелия с 17-эстрадиолом 
в течение 16–24 часов вызывает дозозависимое увеличение содержания мРНК NOS и 
концентрацию NO в ответ на стимуляцию ацетилхолином. Установлена роль женских 
половых гормонов в увеличении экспрессии гена NOS 1 и активности фермента NOS в 
мозговом слое надпочечников у спонтанно гипертензивных крыс [157]. 
2.3. Основные функции NO в сердечно-сосудистой системе 
Из всех известных эндогенных вазодилататоров, NO является мощнейшим. За 
счет того, что сосуды малого диаметра синтезируют больше NO, чем сосуды крупного 
диаметра, NO участвует в регуляции периферического сопротивления и регулирует АД 
[73, 117]. Центральная роль монооксида азота в регуляции тонуса сосудов и поддержания 
кровяного давления была установлена в конце 1980-х годов с применением 
фармакологических средств [148], а позже и генной инженерии [94, 106]. Применение 
ингибиторов NOS вызывало развитие гипертензии и значительно ограничивало приток 
крови к тканям. У мышей, с отсутствующим геном еNOS, наблюдалось стойкое 
повышение артериального давления [123, 153]. Вовлеченность артериол скелетной 
мускулатуры в регуляцию артериального давления, показывает, что нарушение процесса 
синтеза эндотелиальных факторов способствует росту периферического сопротивления, 
что повышает уровень АД [83, 108]. 
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Монооксид азота контролирует активацию тромбоцитов, функции митохондрий, 
перенос ионов, воспаление, ангиогенез и клеточную пролиферацию, другими словами 
поддерживает гомеостаз в сердечно-сосудистой системе. 
NO участвует в контроле частоты сердечных сокращений и сократимости [19, 98, 
126], ограничивает кардиологическое ремоделирование после ишемия-реперфузионных 
повреждений, является важным звеном в предварительном кондиционирование и 
ишемическом посткондиционирование [38, 95, 96, 131].  
Устойчивая генерация NO в кардиомиоцитах и специфическая субклеточная 
локализация eNOS и nNOS указывают на разные роли этих изоформ в функции сердца 
[161, 184]. Кроме того, предполагают, что количество биологически активных молекул 
монооксида азота может регулировать сократимость сердца: более низкие уровни могут 
способствовать сократимости, тогда как более высокие уровни имеют противоположный 
эффект [167] 
Конститутивные формы монооксида азота оказывают положительное инотропное 
действие посредством цГМФ – опосредованного ингибирование фосфодиэстеразы 3 типа, 
что приводит к активации цAMФ-сигналингового пути [31, 107]. Кроме того, NO может 
открывать рианодин-чувствительные кальциевые каналы в кардиомиоцитах путем S-
нитрозонирования [155, 180]. Вазодилататорное действие NO, продуцируемого eNOS, в 
коронарных сосудах, может также способствуют усилению сократимости. 
Многочисленные исследования моделей ишемия-реперфузионного повреждения 
продемонстрировали протективную роль NO при ишемии миокарда [31, 102]. Было 
выявлено, что экзогенный NO и избыточная экспрессия NOS у трансгенных животных 
являются защитными механизмами при ишемия-реперфузионном повреждении; наоборот, 
ингибирование NOS или удаление гена, ответственного за синтез NOS усугубляет травму. 
Интересно, что iNOS также имее важную защитную роль. NO-cGMP-зависимый 
сигналинговый механизм приводит к открытию митохондриального АТФ-
чувствительного калиевого канала (KATP-канал), тем самым ограничивая поступление 
ионов кальция в кардиомиоцит [18, 156]. Защитные эффекты NO также были связаны с их 
способностью ингибировать митохондриальную проницаемость, что предотвращает 
выделение цитохрома C и апоптоз [64]. К тому же, NO ингибирует комплекс I в 
электронно-транспортной цепи митохондрий через вторичное образование нитрита и S-
нитрозотиолов, тем самым ограничивая образование митохондриальных реактивных форм 
кислорода [32, 37, 132]. 
Благодаря ингибированию синтеза эндотелиального констрикторного фактора 
эндотелина-1 и ограничению высвобождения норадреналина из симпатических нервных 
окончаний, NO участвует в регуляции базального тонуса системных, легочных и 
коронарных сосудов [112, 160]. 
Местную регуляцию тонуса сосудов NO осуществляет через изменение 
напряжения сдвига. При повышении уровня тканевого метаболизма происходит снижение 
уровня pO2, возрастание pCO2 и уменьшение pH. Это стимулирует релаксацию 
прекапиллярных сфинктеров и усиление прекапиллярного кровотока. Этот процесс, в 
свою очередь, стимулирует гемоциркуляцию в вышележащих артериях и артериолах. 
Данные процессы приводят к усилению напряжения сдвига, что вызывает выработку 
простациклина. Простациклин включается в механизм простациклиновой вазодилатации, 
обеспечивающей адаптационные механизмы сердца и скелетной мускулатуры при 
кислородном голодании. Напряжение сдвига влечет за собой активацию ионных каналов, 
белков цитоскелета и изменение гликокаликса, возбуждение тирозинкиназных 
механорецепторов на поверхности эндотелия [124, 172]. Такой процесс запускает систему 
внутриклеточных мессенджеров и синтез биологически активных веществ, оказывающих 
местное и системное регуляторное воздействие. Так в микроциркуляторном сосудистом 
русле человека напряжение сдвига индуцирует эндотелий-зависимую NO-опосредуемую 
вазодилатацию. Снижение напряжения сдвига у пациентов с гипертонией и 
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гиперхолестеринемией сопровождается нарушением эндотелий-зависимой вазодилатации 
[136].  
Постоянные физические тренировки увеличивают напряжение сдвига, и как, 
следствие, индуцируют экспрессию генов eNOS, что может лежать в основе 
формирования процессов адаптации [162]. Регулярные упражнения во второй половине 
беременности увеличивают экспрессию eNOS и генерацию NO, уменьшают образование 
свободнорадикального окисления в плаценте беременной женщины. Исследователи 
полагают, что в основе такого процесса может лежать увеличения напряжения сдвига 
эндотелия. Адаптация физическими упражнениями благотворно влияет на сердечно-
сосудистую и антиоксидантную системы, что, в свою очередь, снижает риск развития 
преэклампсии, диабета или гипертензии во время беременности [145]. Gopi Krishna 
Kolluru с соавторами была установлена роль напряжения сдвига в клеточном 
ремоделировании и ангиогенезе. Эти процессы опосредованы субклеточной локализацией 
eNOS и продукцией монооксида азота [116, 164]. 
NO регулирует различные межклеточные взаимодействия, включая активацию 
тромбоцитов, ионный транспорт, митохондриальную функцию, ангиогенез, 
пролифирацию клеток, которые играют важную роль в гомеостазе сердечно-сосудистой 
системы [71, 170]. NO участвует в регуляции сердечного ритма и сократимости [19], 
ограничивает ремоделирование сердца и сосудов после ишемических повреждений [55, 
159, 170], повышает защитные эффекты посткондиционирования [38, 131, 167]. На 
сократимость миокарда NO оказывает прямое отрицательное инотропное влияние, 
регулирует ответ кардиомиоцитов на адренергические и холинергические стимулы [112, 
177], тормозит пролиферацию клеток гладкой мускулатуры [101], что выполняет 
антиатеросклеротическую функцию за счет торможения образования неоинтимы и 
утолщения стенок сосудов. 
Известно противовоспалительное действие NO, обусловленное его способностью к 
ингибированию синтеза и экспрессии цитокинов и молекул клеточной адгезии [163, 179]. 
Открытие нитрергической иннервации гладких мышц сосудов привело к новому 
пониманию нейрогенного контроля сосудистой функции. NO, как нейротрансмиттер, 
играет ключевую роль в регуляции тонуса гладкомышечных клеток кровеносных сосудов. 
Монооксид азота, высвобождаемый нитрергическими нервами, обеспечивает релаксацию 
сосудов головного мозга и глазных артерий, клеток стенок желудка, кишечника и 
желчного пузыря [78], релаксацию клеток мочевого пузыря, дилатацию трахеи, играет 
роль в инициации и поддержании эрекции полового члена [169]. Известна роль 
нитрергических вазодилататорных нервов в реципрокной регуляции стенок артериол, что 
может играть роль в развитии артериальной гипертензии [85, 119, 169]. 
Оксид азота в сосудистой системе может сигнализировать о здоровье и болезни. В 
здоровом кровеносном сосуде монооксид азота (NO) и l-цитруллин образуются из l-
аргинина с помощью eNOS и кофакторов (например, восстановленный 
тетрагидробиоптерин (BH4), тиолатсвязанный гемм, фловинадениндинуклеотид (ФАД), 
фловинмононуклеотид (ФМН), 5, 6, 7, 8-тетрагидробиоптерин, глутатион (возможно), 
кальмодулин и кальций (является коферментом только для NOS-3)) в эндотелии в ответ на 
напряжение сдвига и другие раздражители NO распространяется на подлежащие 
гладкомышечные клетки, и связывается с восстановленным гемом (Fe2+) в растворимой 
гуанилилциклазе (рГЦ), которая активирует фермент – циклический гуанозинмонофосфат 
(цГМФ), что приводит к вазодилатации [67]. 
В зависимости от количества доступных кофакторов и аргинина реакция может 
протекать двояко: с образованием NO (неразобщенная NOS), с образованием пероксидов 
(разобщенная NOS), а также параллельным синтезом NO и пероксидов (частично 
разобщенная NOS) (рис. 2.5). 
Центральным событием в эндотелиальной дисфункции является уменьшение 
образования и биодоступность NO, которая вызвана окислительным стрессом и 
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разобщением eNOS [133]. Причиной появления данного состояния является нарушение 
димерной структуры фермента и усиление его мономеризации. 
Когда кофактор BH4 окисляется до дигидробиоптерина (BH2), eNOS может 
разобщаться, и вместо продуцирования NO он образует супероксид (O2-), который, в свою 
очередь, может реагировать с NO с образованием пероксинитрита (ONOO-), тем самым 
дополнительно ограничивая биодоступность NO. Более того, реакционноспособный 
кислород и азот могут окислять гем-группу в рГЦ (от Fe2 + до Fe3 +), что делает ее 
нечувствительный к активации NO. 
Подводя итоги анализа литературных данных можно выделить различные эффекты 
NO: к отрицательным эффектам (связанным с большим избытком NO, активных форм 
кислорода и ONOOH) относятся атерогенный эффект, перегрузка клеток Са2+, 
повреждение миокарда, проапоптотический эффект, прооксидантный эффект (снижение 
активности антиоксидантных ферментов), сократительная дисфункция миокарда и 
сосудистых гладких мышц, увеличение проницаемости сосудов. К положительным 
эффектам (связанным с относительно небольшим повышением уровня NO) можно 
отнести: адаптационную защиту организма, антиапоптотический, антиатерогенный, 
антиоксидантный, антипролиферативный и, антистрессорный эффект, вазодилатацию, 
иммунитет к инфекциям, вирусного, микобактериального и паразитарного 
происхождения, иммунитет при онкологических, заболеваниях, кардиопротекцию, 
противовоспалительный эффект, цитопротекцию. Становится очевидным, что существуют 
оптимальные концентрации NO, обладающие кардио- и вазопротекторным эффектом. 
Слишком маленькие или слишком большие количества NO являются опасными. 
 
Рисунок 2.5. Механизм разобщения NOS 
Знание этапов и молекулярных механизмов регуляции синтеза NO позволит 
контролировать активность этого фермента, что представляет несомненный интерес для 
практической медицины и имеет важное значение для выработки целенаправленной 
терапевтической стратегии при заболеваниях сердечно-сосудистой системы. 
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ГЛАВА 3  
КАЛИЕВЫЕ КАНАЛЫ И РЕГУЛЯЦИЯ СОСУДИСТОГО ТОНУСА 
3.1. Классификация, функции калиевых каналов и их локализация в клетках 
различных органов  
К+-каналы учавствуют в формировании мембранного потенциала покоя (МП), в 
реполяризации мембраны во время потенциала действия (ПД), формируют следовую 
гиперполяризацию, модулируют повторную активность, регулируют секрецию медиатора 
из окончания нервных клеток, имеют важное значение в формировании механизмов 
памяти и обучения [7, 75].  
Калиевые каналы вовлечены в управление пролиферацией клетки, апоптоз, синтеза 
NO [114], в развитие опухолей и секрецией инсулина [24, 37], принимают участие в 
транспорте электролитов в эпителии, например в канальцах почки или в ободочной кишке 
млекопитающих, регулируют сокращение миометрия [82, 112]. К+-каналы в 
эндотелиоцитах и гладкомышечных клетках принимают участие в регуляции тонуса 
сосудов, а их состав и активность изменяется во время сердечно-сосудистых заболеваний 
[49, 136].  
Выделяют несколько подгрупп калиевых каналов: потенциалзависимые (Kv), 
кальцийактивируемые (KCa), двухпоровые (K2P) и калиевые каналы внутреннего 
выпрямления (Kir), а также АТФ-чувствительные К+ каналы [73, 124]. К-каналы 
составляют наиболее представительный и разнообразный класс ионных каналов 
относительно кинетических свойств, регуляции, фармакологии и структуры. Такое 
разнообразие обусловлено большим количеством генов, кодирующих субъединицы 
канала, альтернативным сплайсингом, участием вспомогательных субъединиц и 
модуляцией каналов посттранляционной модификацией и другими механизмами. 
Калиевые каналы могут регулироваться изменением потенциала, G-белками, 
внутриклеточными вторичными посредниками, являются мишенью действия 
фармакологических агентов [106]. 
Эндотелиальные и гладкомышечные клетки сосудистой стенки содержат 
семейство калиевых каналов, к которым относятся калиевые каналы внутреннего 
выпрямления, АТФ-чувствительные, потенциалзависимые К+ каналы и три типа 
активируемых Са2+ калиевых каналов (SKCa – активируемые кальцием калиевые каналы 
малой проводимости; IKCa – активируемые кальцием калиевые каналы средней 
проводимости; ВКСа – активируемые кальцием калиевые каналы большой проводимости) 
[26, 42, 117]. Существует несколько уникальных особенностей, которые отличают 
эндотелиоциты и гладкомышечные клетки от кардиомиоцитов и нейронов. Во-первых, из-
за того, что в их мембране отсутствуют потенциалзависимые натриевые каналы, 
обеспечивающие вход ионов натрия в клетку, деполяризация эндотелиальных клеток 
возникает благодаря подавлению выхода калия из клетки. Во-вторых, ионы Ca2+ 
поступают в эндотелиоцит через кальциевые каналы, нечувствительные к изменению 
разности потенциалов. В-третьих, мембранный потенциал покоя в эндотелиальных и 
гладкомышечных клетках находится в пределах от –35 до –60 мV, что значительно 
меньше, чем в кардиомиоцитах и нейронах (от –70 до –90 мV). В- четвертых, благодаря 
наличию плотных соединений (gap junction) эндотелиоциты и гладкомышечные клетки 
электрически сопряжены между собой. Это позволяет ионам проникать в соседние клетки, 
и таким образом координировать электрические события и уровень возбудимости в 
пределах сосудистой стенки. 
Гиперполяризация мембраны эндотелиоцита, возникающая после открытия 
калиевых каналов, приводит к поступлению ионов кальция внутрь клетки и 
высвобождению вазодилататорных субстанций. В тоже время, увеличение проницаемости 
калиевых каналов, находящихся в мембране гладкомышечной клетки, сопровождается 
уменьшением поступления в нее кальция. Это противоречие связано с тем, что в 
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мембранах гладкомышечных клеток и эндотелиоцитов экспрессируются различные по 
свойствам кальциевые каналы. В эндотелиальных клетках преимущественно находятся 
нечувствительные к изменению мембранного потенциала кальциевые каналы [64, 99]. 
Вызываемая выходом калия гиперполяризация мембран эндотелиоцитов приводит к 
увеличению электрического градиента, благодаря которому ионы Ca2+ через катионные 
каналы входят в клетку. Следовательно, в цитоплазме эндотелиоцита увеличивается 
концентрация Ca2+, активируется синтез и высвобождение вазодилататорных 
метаболитов. В тоже время гиперполяризация мембраны гладкомышечной клетки, 
вызванная увеличением проницаемости калиевых каналов, сопровождается закрытием 
потенциалзависимых Ca2+ каналов и развитием вазодилатации.  
Таким образом, благодаря экспрессии различных типов кальциевых каналов 
гиперполяризация эндотелиоцитов увеличивает вход Ca2+ внутрь клетки и активирует 
синтез и высвобождение вазодилататорных субстанций, а в гладкомышечных клетках – 
наоборот, уменьшает вход Ca2+, что также приводит к расслаблению гладкой мышцы и 
расширению сосуда.  
Эндотелиальные и гладкомышечные клетки сосудистой стенки содержат 
различную уникальную популяцию К+ каналов. Кальцийактивируемые калиевые каналы 
большой проводимости (ВКСа- каналы) обнаружены в многочисленных клетках: в 
лимфоцитах [42], красных клетках крови [8], нейронах центральной нервной системы [2], 
гладких миоцитах мочевого пузыря [1, 21], трахеи [82, 98], включая гладкомышечные 
[42], но отсутствуют в эндотелиоцитах [Nelson, M.T. Physiological roles and properties of 
potassium channels in arterial smooth muscle / M.T. Nelson, J.M. Quayle // J. Physiol. – 1995. – 
Vol. 268. – P. 799–822.]. КАТФ-каналы обнаружены в многочисленных клетках, включая 
гладкомышечные, бета-клетки поджелудочной железы и эндотелиоциты [98, 108].  
Для исследования ионных каналов в возбудимых тканях применяются 
разнообразные методы: электрофизиологические, биохимические, фармакологические, 
генетические и др. В монографии представлены литературные данные и результаты 
собственных исследований, касающиеся изменения функциональной активности АТФ-
чувствительных и кальцием активируемых калиевых каналов большой проводимости 
сосудов сердца при физиологических и патологических состояниях.  
Термин функциональная активность калиевых каналов, который обозначает не 
столько состояние электрической проводимости одного канала, сколько дает возможность 
оценить, каким образом изменение состояния множества каналов (количества открытых 
каналов, продолжительности их открытия, чувствительности их к агонистам и т.д.) 
оказывает влияние на сократительную активность гладкомышечной клетки, состояние 
сосудистой стенки, а следовательно, диаметр кровеносного сосуда, и в конечном итоге, на 
количество крови, поступающей по данному сосуду к органу в единицу времени. Yusuke 
Ohya et al. было установлено, что максимальная релаксация или гиперполяризация 
гладкомышечных клеток не обязательно требует максимального открытия каналов [60, 
70]. Следовательно, изменение электрического заряда на мембране более говорит о их 
влиянии на величину мембранного потенциала, чем на функциональную активность целой 
клетки. В связи с этим представляет большой интерес изучение влияния блокаторов и 
активаторов калиевых каналов на интегральный ответ ткани (мышцы сердца, 
гладкомышечных клеток, клеток поджелудочной железы и др.), а не канала [70]. 
3.2. Роль АТФ-чувствительных калевых каналов в регуляции тонуса сосудов сердца 
АТФ-чувствительный калиевый канал представляет собой гетеро-октамерный 
комплекс, включающий две субъединицы: KIR6.X (KIR6.1 или KIR6.2) субъединицу, 
формирующую пору, и сульфонилмочевиновый рецептор (SUR) – регуляторную 
субъединицу, которая является рецептором для сульфонилмочевины [30] (рис. 3.1). KIR6.Х 
субъединица [60, 113] относится к семейству каналов внутреннего выпрямления (KIR-
калиевым каналам), в состав которых входят два трансмембранных домена. Также 
53 
 
различают три изоформы рецептора сульфонилмочевины: SUR 1 – высокоаффинный 
рецептор, SUR 2 и SUR 3 – низкоаффинные рецепторы.  
 
Рисунок 3.1. Структура КАТФ-канала 
Структурно калиевые каналы в различных тканях неодинаковы по составляющим 
субъединицам. Так, в бета–клетках островков поджелудочной железы и глюкозо–
чувствительных нейронах гипоталамуса они имеют состав SUR 1/KIR6.2; в мышце сердца 
– из SUR 2A/KIR6.2 и в гладкомышечных клетках сосудов – SUR 2B/KIR6.1 (или KIR6.2) 
[119].  
Сульфонилмочевиновый рецептор имеет три трансмембранных домена TMD0, 
TMD1 и TMD2 [127]. На цитоплазматической стороне сульфонилмочевинового рецептора 
имеется два региона, с которым связываются динуклеотиды NBF1 и NBF2 [127]. NBF-1 и 
NBF-2 локализованы в виде петель между TMD1 и TMD2 соответственно. SUR1 белок 
проявляет высокое сродство к производным сульфонилмочевины, таким, как 
глибенкламид [24]. Показано, что электрофизиологические свойства димера SUR1 и 
Kir6.2 сходны с таковыми из KATP-канала бета-клетки поджелудочной железы. 
Стехиометрия 1:1 достаточна, чтобы сформировать функциональные каналы. 
Биохимические исследования определили молекулярную массу Kir6.2/SUR1 комплекса, 
которая соответствовала приблизительно 950 kDa [31].  
Связанные с мембраной кардиомиоцитов АТФ-чувствительные калиевые каналы 
(КАТФ-каналы) впервые были описаны Noma [34]. Данные каналы находятся под 
контролем метаболического состояния клетки и избирательно ингибируются 
производными сульфонилмочевины, такими, как глибенкламид, который широко 
используется в лечении сахарного диабета второго типа. 
Активация КАТФ-каналов приводит к гиперполяризации мембраны, которая 
сопровождается вазорелаксацией [34]. Оказывая влияние на мембранный потенциал 
клетки, КАТФ-каналы обеспечивают взаимосвязь интенсивности клеточного метаболизма с 
тонусом сосудов. Сосудистый тонус мелких артерий и, таким образом, кровоснабжение 
различных органов регулируется при участии АТФ-чувствительных калиевыех каналов 
[33]. При отсутствии КАТФ-каналов в гладкомышечных клетках и кардиомиоцитах 
повышается чувствительность коронарных сосудов к эргоновину (феномен Принцметала) 
и развивается электрическая нестабильность миокарда (фибрилляция сердца при 
повторных физических нагрузках) [32, 93]. B. Malester et al. (2007) исследовали свойства 
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коронарных сосудов мыши, у которых отсутствовали КАТФ-каналы только в 
эндотелиоцитах. Ими было установлено, что в этих условиях значительно увеличивается 
синтез и высвобождение эндотелина I, увеличивается тонус сосудов сердца и снижается 
коронарный кровоток [126]. 
Эксперименты, выполненные на коронарных сосудах различных видов животных, с 
использованием блокатора КАТФ-каналов глибенкламида показали, что данные каналы 
принимают участие в регуляции базального сосудистого тонуса [18, 108], возникновении 
реактивной гиперемии [18, 28], гипоксической вазодилатации и расширении сосудов, 
вызываемой аденозином [108]. Клинические исследования продемонстрировали роль 
КАТФ-каналов в регуляции тонуса периферических сосудов человека [36, 58]. 
Важная роль КАТФ-каналов в регуляции кровяного давления была 
продемонстрирована в экспериментах на животных, у которых отсутствовали гены, 
ответственные за экспрессию KIR6.1 и SUR2 в гладкомышечных клетках коронарных 
сосудов. Такие животные были предрасположены к коронароспазму и внезапной смерти 
[93]. У мышей, с отсутствующим геном SUR2, отмечалось сужение коронарных артерий и 
повышенное артериальное давление [55]. 
Дальнейшие доказательства роли КАТФ-каналов в регуляции тонуса сосудов были 
продемонстрированы на модели животных с гипертонией, у которых наблюдалось 
значительное изменение в структуре канала и уменьшении их количества на мембране 
гладкомышечной клетки. Такие изменения сопровождались нарушением реактивности 
сосудов [47, 121].  
КАТФ-каналы не только способны отвечать на изменения внутриклеточного 
метаболизма, но и также могут активироваться при воздействии на них различных 
эндогенных медиаторов, таких как простагландины, агонисты бета-адренорецеторов, 
аденозин [100, 125].  
Роль КАТФ-каналов в регуляции тонуса коронарных сосудов была 
продемонстрирована при патологических (сахарный диабет, иммобилизационный стресс) 
и физиологических состояниях (адаптация к стрессу) на изолированном сердце.  
В экспериментах на изолированном по Лангендорфу сердцах крыс было 
установлено, что стресс и экспериментальный сахарный диабет приводит к снижению 
функциональной активности КАТФ-каналов эндотелиальных и гладкомышечных клетках 
коронарных сосудов. Постстрессорное угнетение функциональной активности КАТФ-
каналов, по-видимому, является следствием их повреждения, которое проявляется 
нарушением их чувствительности к фармакологическим (пинацидилу) и эндогенным 
(аденозину) активаторам [10], блокатору глибенкламиду, увеличивает чувствительность к 
коронароконстрикторам (метилэргоновину) [11] и делает зависимой активность КАТФ-
каналов от функционального состояния эндотелиоцитов коронарных сосудов [18]. 
Постстрессорное снижение функциональной активности калиевых каналов может 
быть связано с нарушением функции субъединиц, входящих в их состав. Белковые 
молекулы, образующие субъединицы исследуемых каналов, содержат сульфгидрильные 
группы, от состояния которых зависит функциональная активность канала. Более того, 
снижение активности калиевых каналов гладкомышечных клеток может быть связано с 
тем, что при иммобилизационном стрессе происходит активация перекисного окисления 
липидов, снижается общая антиоксидантная активность плазмы крови и соотношение 
GSH и GSSG изменяется в сторону накопления GSSG [3, 135]. Известно, что при 
изменении соотношения окисленного и восстановленного глутатиона (GSSG/GSH) 
характер активности различных ферментов в клетках меняется, в том числе изменяются и 
факторы транскрипции Иммобилизационный стресс приводит к значительному снижению 
активности фермента креатинфосфокиназы, которая с внутренней стороны мембраны 
клетки структурно связана с КАТФ-каналом [45]. В физиологических условиях 
креатинфосфокиназа катализирует образование АТФ из креатинфосфата и АДФ, тем 
самым поддерживая высокое соотношение АТФ/АДФ около самого канала. Высокое 
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соотношение АТФ/АДФ и обеспечивает то, что канал находится в закрытом состоянии. 
При снижении активности креатинфосфокиназы вблизи канала снижается образования 
АТФ и накапливается АДФ, активирующий канал. В то же время, в первые 6 часов 
стрессорного повреждения сердца, в первую очередь, нарушается окисление НАД-
зависимых субстратов в митохондриях сердца [13]. Это позволяет предположить, что при 
этом состоянии должно содержаться избыточное количество АДФ, способное вызвать 
функциональную активацию КАТФ-каналов. Однако Голубевой Л.Ю. и Меерсоном Ф.З. в 
1986 году было установлено отсутствие влияния 6-часового иммобилизационного стресса 
на содержание адениновых нуклеотидов (АТФ, АДФ и АМФ) и выраженное под его 
влиянием снижение на 30% в миокарде концентрации креатинфосфата [5]. Таким образом, 
при 6-часовой иммобилизации снижается количество креатинфосфата, не изменяется 
концентрация АТФ и АДФ и наблюдается угнетение функциональной активности КАТФ-
каналов. В данном случае можно говорить о разобщении регуляторных влияний и 
активности КАТФ-каналов. Подобное состояние каналов можно охарактеризовать как 
постстрессорную каналопатию [29].  
Однако можно предположить и то, что вызываемое стрессом снижение 
функциональной активности сарколемальных КАТФ-каналов обладает и положительным 
эффектом. В работе G. Milano et al. в 2004 г. было показано, что введение глибенкламида, 
вызывающего деполяризацию мембраны, и активатора митохондриальных КАТФ-каналов 
диазоксида независимо друг от друга значительно улучшают сократительную функцию 
миокарда при хронической гипоксии [94]. Это свидетельствовало о том, что уменьшение 
потери К+ из цитоплазмы и увеличение его вхождения в митохондрии обладает 
положительным эффектом, выражающимся в защите сердца от повреждений, вызываемых 
гипоксией. Следовательно, вызываемое стрессом снижение функциональной активности 
сарколемальных АТФ-чувствительных калиевых каналов, по-видимому, имеет важный 
положительный эффект для сохранения внутриклеточного К+, создавая предпосылки для 
его проникновения внутрь митохондрий и формирования защитного эффекта адаптации в 
гладкомышечных клетках и кардиомиоцитах.  
Иная картина наблюдается во время адаптирующих коротких стрессорных 
воздействий. В условиях интактного эндотелия так же, как и при стрессе, наблюдается 
снижение функциональной активности КАТФ-каналов, однако чувствительность к 
активаторам при этом не изменяется и не наблюдается предрасположенности к спазму 
коронарных сосудов [10]. Подобное явление можно расценить как снижение 
функциональной активности АТФ-чувствительных калиевых каналов, играющих важную 
роль в формировании защитного эффекта адаптации короткими стрессорными 
воздействиями [4]. Таким образом, сарколемальные КАТФ-каналы имеют важное значение 
в формировании адаптационного эффекта. Можно предположить, что повторные взрывы 
образования активных форм кислорода во время коротких стрессорных воздействий могут 
вызывать блокаду сарколемальных КАТФ-каналов, а посредством образующейся при этом 
перекиси водорода привести к активации митохондриальных КАТФ-каналов и защитить 
клетку от повреждения [61, 66]. 
Важная роль сарколемальных КАТФ-каналов в формировании феномена 
прекондиционирования была продемонстрирована в работах Masashi Suzuki [116, 120].  
Калиевые каналы представляют собой не только связующее звено в защите против 
ишемического повреждения, они активируются и при гипоксии, обеспечивая 
ингибирование активности метаболических процессов, а также защиту сердца и мозга 
[118, 132]. Активатором данных каналов при гипоксии может быть аденозин. При ишемии 
и гипоксии он накапливается в сердце, мозге, почках, приводя к активации протеинкиназы 
С. Она, в свою очередь, фосфорилируя Kir 6.2 субъединицу КАТФ-каналов, активирует их. 
При активации КАТФ-каналов в кардиомиоцитах и нейронах во время ишемии сохраняется 
энергия и не наблюдается накопление ионов Са2+. Активированные калиевые каналы 
уменьшают время потенциала действия кардиомиоцита, препятствуют потере ионов К+ и 
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предотвращают риск развития аритмий [80]. Активность канала главным образом зависит 
от их количества. Умеренное открытие калиевых каналов во время стресса защищает от 
повреждения, а избыточная их активация приводит к нежелательным последствиям. 
Активация протеинкиназы С во время стрессорного воздействия приводит к двукратному 
уменьшению числа калиевых каналов на клеточной мембране кардиомирцитов и нейронов 
путем их интернализации [35, 80]. Предпосылкой для интернализации является активация 
G-белков с последующим фосфорилированием активированных рецепторов [128].  
В работе Yuzo Acita и соавторов было показано, что физические тренировки, 
активируя симпатический отдел вегетативной нервной системы, приводят к изменению 
редокс-состояния клеток с последующим образованием монооксида азота и защищают 
сердце от ишемии/реперфузионных повреждений. Кроме того, активация симпатического 
отдела вегетативной нервной системы имеет важное значение в формировании защитного 
эффекта физической тренировки [22]. В плане обсуждения роли АТФ-чувствительных 
каналов в формировании протекторного эффекта во время адаптации к физическим 
нагрузкам большой интерес представляют работы Тодосийчука и Кузнецова, 
свидетельствующие о повышении толерантности миокарда к ишемии при повторных 
велоэргометрических пробах с интервалом в 15 минут [19, 78]. 
3.3. Роль ВКСа-каналов в регуляции тонуса сосудов сердца 
В структуру кальций-зависимого калиевого канала входит четыре α- и четыре ß-
субъединицы (рис.3.2). Субъединицей, которая определяет функциональную активность 
ВКСа-канала, определена β-субъединица. Она состоит из 11 гидрофобных областей (S0-
S10), наиболее важные из которых являются трансмембранные домены (S0-S6), которые 
расположены с внешней стороны поры канала. Другие домены (S7-S10) расположены в 
цитоплазме. Трансмембранные домены внешней стороны мембраны имеют концевую 
NH2-группу. Домены, расположенные в цитоплазме, имеют на конце СООН-группу [42, 
67]. S4-домен, включает в себя аминокислоты, имеющие положительный заряд и, 
возможно, может быть рассмотрен как рецептор канала. Внутреннюю стенку канала 
формируют α-субъединицы. Из литературных данных известно, что именно α-
субъединица наиболее чувствительна к колебаниям концентрации внутриклеточного 
кальция. Такое свойство исследователи связывают с с так называемым участком «кальций 
Bowl», который расположен в хвостовой области белка [42].  
  
Рисунок 3.2. Структура ВКСа-калиевого канала 
ВКСа-каналы обнаружены в различных клетках: в лимфоцитах [42], эритроцитах 
[8], нейронах центральной нервной системы [2], гладкомышечных клетках мочевого 
пузыря [1]. В сердечно-сосудистой системе кальцием активируемые калиевые каналы 
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экспрессируются преимущественно в гладкомышечных клетках сосудов. Недавние 
исследования продемонстрировали, что BKCa-каналы расположены в митохондриях 
кардиомиоцитов [79, 115]. Локализация BKCa-каналов в эндотелиальных клетках является 
спорным и подлежит дальнейшему изучению [52, 134]. В оставшейся части монографии 
основное внимание будет уделено BKCa-каналам, которы расположены в 
гладкомышечных клетках коронарных сосудов и кардиомиоцитах. 
Именно внутриклеточная концентрация ионов Ca2+ определяет функциональную 
активность ВКСа-каналов. [46]. Увеличение внутриклеточной концентрации ионов Ca2+ 
сопровождается открытием ВКСа-канала и выходом ионов К+ из клетки, в результате чего 
наблюдается гиперполяризация ее мембраны (рис. 3.3). В свою очередь, это ведет к 
инактивации потенциалзависимых Са2+ - каналов и релаксации гладких миоцитов. 
Следовательно, кальций-зависимые калиевые каналы путем инактивации кальциевых 
каналов и ограничения количества входящего в клетку ионов Ca2+способны ослаблять 
сокращение гладкомышечных клеток сосудов, тем самым способствовать снижению их 
тонуса [46]. 
 
Рисунок 3.3. Механизм расслабления гладкомышечных клеток 
BKCa-каналы гладкомышечных клеток коронарных сосудов не обладают базальной 
активностью и почти не активны при низких уровнях перфузионного давления. Свое 
действие они проявляют только при перфузионном давлении 80 мм рт. ст., т.е. в условиях, 
когда наблюдается выраженная сократительная реакция гладкомышечных клеток сосудов 
сердца в ответ на их растяжение внутрисосудистым давлением (в области ауторегуляции 
коронарного потока). Это вполне понятно, если учесть, что в этих условиях значительно 
возрастает внутриклеточная концентрация ионов кальция – основного активатора BKCa-
каналов. Данный факт позволяет предположить, что эндотелий как модулятор тонуса 
сосудов сердца, может оказывать выраженное влияние на активность BKCa-каналов и их 
роль в ауторегуляции коронарного потока. 
Функциональная активность ВК-каналов в сосудистой системе модулируются, 
главным образом, синтезом веществ в самом организме, таких как ангиотензин II, 
высоким содержанием глюкозы или арахидоновой кислоты, характерных для 
окислительного стресса (рис. 3.4) [41, 71, 89].  
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Рисунок 3.4. Эндотелиальные вазоактивные факторы и активность BKCa-каналов 
гладкомышечных клеток сосудов. 20-HETE, 20-гидроксиэтоксисатетраеновая кислота; BKCa, 
активированный кальцием калиевые каналы большой проводимости; цАМФ, монофосфат 
циклического аденозина; цГМФ, монофосфат циклического гуанозина; СОХ, циклооксигеназа; 
ЭК, эндотелиальная клетка; EET, эпоксиэкосатриеновые кислоты; eNOS, эндотелиальная синтаза 
оксида азота; GS, G-белок S; GSa, субъединица G-белка S; H2O2, перекись водорода; IP, рецептор 
простого рецептора; NO, оксид азота; NOX, NADPH-оксидаза; P450, цитохром P450 
монооксигеназы; PGI2, простациклин; R?, предполагаемый рецептор; ROS, реактивные формы 
кислорода; sGC, растворимая гуанилатциклаза; СОД, супероксиддисмутаза; TP, рецептор 
тромбоксана / эндопероксида; TRPV4, канал потенциального рецептора ванилида 4; ГМК, 
гладкомышечные клетки сосудов; XO, ксантиноксидазы 
Ангиотензин II стимулирует PKC-зависимый сигналинговый путь, что приводит 
как к нарушению функциональной активности ВКСа-каналов гладкомышечных клеток, так 
и к их интернализации и, как следствие, к вазоконстрикции [87]. 
Хроническое увеличение уровня глюкозы в крови в организме сопровождается 
оксидативным стрессом и накоплением реактивных форм кислорода. В частности, 
супероксидный радикал может приводить к окислению дисульфидсодержащих белков, в 
большом количестве расположенных в ВК-каналах и нарушению экспрессии гена hSlo, 
который кодирует β-субъединицу ВК- каналов может лежать в основе нарушения 
гиперполяризации мембраны гладких миоцитов сосудов. [107]. 
В коронарных гладкомышечных клетках ВКСа-каналы активируются метаболитами 
арахидоновой кислоты, в частности простациклином 2. У крыс, страдающих 
диабетическим ожирением, наблюдалось снижение активности ВКСа-каналов, 
обусловленное уменьшением производства простациклина 2 за счет снижения активности 
PGI 2-синтазы. Lu и др. показали, что высокий уровень глюкозы снижает плотность и 
кинетику канала за счет увеличения свободнорадикального окисления. В другом 
исследовании продемонстрирована роль кавеол в ингибировании ВКСа-каналов 
свободными радикалами, а также фосфорилированием и нитрозилированием тирозиновых 
остатков канала [90].  
Кроме ионов кальция эти каналы могут активироваться сосудорасширяющими 
веществами или физическими факторами вроде внутрисосудистого давления, 
действующими через цГМФ и цАМФ-зависимые механизмы [23, 104], а также частотой 
кальциевых залпов из саркоплазматического ретикулума гладких миоцитов (рис. 3.4) [76, 
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77]. Стимуляция β3-адренорецепторов приводит к дилатации гладкомышечных клеток 
грудной аорты крыс. Вазодилатация опосредована активацией ВКСа-каналов через NOS и 
РКА сигналинговые пути [88]. 
Установлено, что эстрогены и тестостерон способны увеличивать функциональную 
активность ВК-каналов. Высокие концентрации эстрогенов активируют канал либо 
опосредованно, увеличивая концентрацию NO, либо непосредственно контактируя с β-
субъединицей канала. Тестостерон, вероятно, увеличивая внутриклеточное содержание 
цГМФ может способствовать вазодилатации [15, 57, 96, 122, 130]. 
Фактор роста фибробластов, принимающий участие в пролиферации клеток, 
повышает функциональную активность ВКСа-каналов. Было показано, что ранняя 
активация BK-каналов фактором роста фибробластов в эндотелиальных клетках, 
опосредуется через G-белок-зависимые механизмы, напротив, более поздний эффект 
обусловлен тирозинкиназным сигнальным путем [38]. 
Многочисленные исследования показали, что кроме монооксида азота и 
простациклина в эндотелийзависимом расслаблении артериальных сосудов принимает 
участие неизвестное вещество, которое было названо как эндотелиальный 
гиперполяризующий фактор.  
Два главных факта указывают на роль EDHF-опосредуемого ответа в регуляции 
сосудистой системы. Во-первых, у анестезированных крыс блокада NO-синтазы 
увеличивает базальную проводимость в мезентериальном сосудистом ложе и сосудах 
нижней половины туловища. Сочетанное локальное применение харибдотоксна+апамина 
не оказывало влияние ни в одном сосудистом ложе. Однако вызываемое ацетилхолином 
увеличение проводимости было чувствительно как к блокатору NО-синтазы, так и к 
комбинации харибдотоксина+апамина (но не ибериотоксину). Это указывает на то, что 
EDHF-опосредуемый ответ вносит небольшой вклад в базальную проводимость [54, 59]. 
Во-вторых, в изолированных мезентериальных артериях крысы, находящихся в условиях 
повышенной экспрессии SKCa (ХЗ), чувствительность к фенилэфрину снижается, по 
сравнению с животными с нормальным содержанием калиевых каналов. Этот эффект 
блокировался комбинацией харибдотоксин+апамин. У этих животных диаметр 
кровеносных сосудов увеличивался, а плотность артерий становилась больше. Подавление 
повышенной экспрессии калиевых каналов доксициклином приводит к увеличению 
кровяного давления и выраженному снижению абсолютного значения мембранного 
потенциала гладкомышечных клеток [50]. 
По определению EDHF - это вещество, синтезируемое в эндотелиоцитах, 
обладающее способностью гиперполяризовать мембрану гладкомышечных клеток и тем 
самым предотвращает открытие потенциал-зависмых кальциевых каналов и способствует 
вазодилатации.  
Гипотеза, что EDHF, произведенный в некоторых артериях может быть 
производным метаболитом арахидоновой кислоты, была первоначально развита на основе 
экспериментов, которые показали, что применение экзогенной арахидоновой кислоты на 
изолированные сосудистые сегменты вызвало расслабление. Кроме того, во многих 
артериях, EDHF-опосредованные реакции были уменьшены веществами, которые 
ингибируют фосфолипазу A2, поэтому и липоксигеназа и производные сосудистого 
цитохрома Р450 стали вероятными кандидатами на роль эндотелийзависимого 
вазорелаксирующего фактора. Другие методы кроме фармакологического ингибирования 
цитохрома Р450 значительно усилили гипотезу, что активность цитохрома Р450 является 
составным компонентом EDHF-зависимой вазодилатации. РТ-ПЦР, Western-blot и 
иммунофлуресцентный анализ показали, что коронарные эндотелиальные клетки 
экспрессируют цитохром Р450 эпоксигеназу, включая цитохром 2C8, цитохром 2C9 и 
цитохром 2J2.  
При различных заболеваниях сосудов наблюдается снижение EDHF-опосредуемых 
ответов. Эксперименты на изолированных артериях человека, полученных из биоптатов 
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миометрия, показали, что у беременных женщин с преэклампсией имеются 
специфические нарушения EDHF-опосредуемой вазодилатации [59]. Ухудшение EDHF-
опосредуемого ответа также ухудшается при старении [51], артериальной гипертензии 
[103], хронической сердечной недостаточности [133], сахарном диабете [69], сепсисе [56], 
атеросклерозе [103]. Более того, существуют доказательства улучшения EDHF-
опосредуемого ответа благодаря введению крысам с удаленными яичниками эстрогенов, 
также прием блокаторов ангиотензинпревращающего фермента, омега-3-
полиненасыщенных жирных кислот, производных полифенола приводит к улучшению 
EDHF-опосредуемого ответа. В экспериментальной модели хронической сердечной 
недостаточности на крысах было показано снижение EDHF-опосредуемой вазодилатации 
[111]. 
Имеются данные о том, что монооксид азота и EDHF находятся в реципрокной 
зависимости. Так полная блокада синтеза NO стимулирует активность эндотелиального 
фактора гиперполяризации [65, 109].  
Считается, что механизм вазодилатации EDHF связан с активацией калиевых 
каналов гладкомышечных клеток, а также SK и IK каналов эндотелиальных клеток, что 
вызывает гиперполяризацию гладких миоцитов и расслабление сосудистой стенки [63]. 
Недавние исследования показали, что эндотелиальный фактор гиперполяризации может 
активировать ВК-каналы, расположенные в гладкомышечных клетках сосудов [65]. 
Исследования на грудной артерии человека продемонстрировали, что селективный 
ингибитор кальцием активируемых калиевых каналов ибериотоксин, устранял EDHF-
опосредуемую вазодилатацию. Эти данные позволили ученым сформулировать гипотезу, 
что EDHF можно рассматривать, как 11,12 эпоксиэйкотриеновую кислоту, которая 
синтезируется из арахидоновой кислоты. Это вещество, взаимодействуя с рецепторами, 
активирует ВК-каналы гладких миоцитов сосудов. Этот факт указывает на то, что одной 
из точек приложения EDHF является активация ВКСа-калиевых каналов гладкомышечных 
клеток сосудов. В свою очередь, активация калиевых каналов сопровождается 
гиперполяризацией мембраны гладкомышечных клеток сосудов, что приводит к 
вазодилатации ее стенки [20, 38]. 
ВКСа-каналы, расположенные в гладкомышечных клетках сосудистой стенки 
принимают участие в регуляции сосудистого тонуса, как при физиологических, так и 
патологических состояниях [42, 105]. Вполне вероятно, что они могут принимать участие 
в реагировании стенки сосуда сердца на увеличение при стрессе концентрации в крови 
таких вазоактивных субстанций, как катехоламины, продукты свободнорадикального 
окисления [12, 14], цитокины [129], ангиотензин II [25, 27] и монооксид азота [17]. Более 
того, BKCa-каналы редокс-чувствительны [3]. Белковые молекулы, их образующие 
содержат много сульфгидрильных групп, окисление которых существенно изменяет 
функциональную активность каналов.  
При нарушении экспрессии гена, который кодирует ß1-субъединицу кальций-
зависимых калиевых каналов, наблюдается повышение тонуса сосудов, и, как следствие, 
развитие артериальной гипертензии. [123]. Установлено, что этанол в высоких 
концентрациях блокирует ВКСа-каналы, и, вероятно, становится причиной развития 
стойкой артериальной гипертонии при алкоголизме [131]. Одной из причин сосудистых 
«катастроф» при сахарном диабете является снижение функциональной активности ВКСа-
каналов [107], напротив, увеличение активности этих каналов при геморрагическом шоке 
сопровождается гипореактивностью сосудов [91]. Одной их причин нарушения тонуса 
сосудов сердца при метаболическом синдроме является, вызванная, увеличением 
концентрации ионов Са2+ внутри гладкомышечных клеток, активация кальциевых каналов 
L-типа и, как следствие, повышение активности ВКСа-каналов [72]. Сокращение калиевого 
тока через ВКСа- каналы рассматривают как ключевой молекулярный механизм 
сенсибилизации устойчивости сосудов к вазоконстрикции у мышей с систолической 
сердечной недостаточностью [110]. При старении организма наблюдается снижение 
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активности ВКСа- каналов, что в свою очередь приводит к увеличению тонуса сосудов 
[48]. В настоящее время существует мнение, что феномен прекондиционирования связан с 
активацией ВКСа-каналов. Исследования на изолированном сердце крысы показали, что 
кардиозащита, вызванная прекондиционированием, устранялась после блокады ВКСа-
каналов паксиллином [101, 102]. Активация ВКСа-каналов NS-1619 вызывала 
кардиозащиту так же, как эффект прекондиционирования или активация АТФ-
чувствительных калиевых каналов диазоксидом [53, 101, 102]. Эти наблюдения дают 
возможность предположить, что ВКСа-каналы вовлечены в кардиозащиту от ишемических 
инсультов [68, 101, 102]. Нами было показано, что дибазол, кроме сосудорасширяющего, 
спазмолитического и гипотензивного и иммуностимулирующего эффектов, усиливает 
эндотелийзависимую дилатацию кольца аорты крысы, а также повышает 
чувствительность эндотелиоцитов к ацетилхолину артериальных сосудов [6]. Это дает 
основание говорить о дибазоле как о средстве, модулирующем эндотелийзависимое 
расслабление. Дибазол усиливает не только высвобождение монооксида азота, но и 
действует на другие механизмы эндотелийзависимой вазодилатации. 
Сосудорасширяющий эффект NO частично опосредован кальцийактивируемыми 
калиевыми каналами большой проводимости (ВКСа-каналами) гладкомышечных клеток 
сосудов [16]. Также было продемонстрировано, что производное бензимедазола – 2-этил-
тиобензимидазола гидробромид (2-ЭТГ) активирует ВКСа-каналы и оказывает 
вазодилататорный эффект на гладкомышечные клетки сосудов аорты крыс [9]. 
Влияние экзогенных факторов на функциональную активность ВКСа- каналов. 
Для изучения кальций-зависимых калиевых каналов могут быть использованы как 
активаторы, так и вещества инактивирующие данные каналы. В качестве блокаторов ВК-
каналов используют плаксилин, ибериотоксини харибдотоксин (токсин скорпиона), 
вещества относящиеся к ряду алкалоидов. [92]. Ибериотоксин – это белок, состоящий из 
37 аминокислотных остатков, выделенный из яда скорпиона Buthus tamulus и обладающий 
высокой аффинностью к ВКСа-каналам [92]. Так добавление в перфузионный раствор 
блокатора ВК-каналов ибериотоксина сопровождалось увеличением тонуса сосуда. 
Считают, что инактивация связана с закрытием поры ВК-канала. Этот процесс происходит 
из-за взаимодействия карбоксилатов, имеющие отрицательный заряд, с аминокислотными 
остатками ибериотоксина, имеющие положительный заряд. [43, 92]. Тетраэтиламмоний в 
концентрации 1 Мм также является блокатором ВК-каналов. [40]. Кетамин, также 
инактивирует ВК-каналы гладких миоцитов церебральных артерий кроликов. [81]. Этанол 
в высоких концентрациях также обладает блокирующим свойством [131].  
Бензимидазолон, NS-1619, NS-1608 относят к классу веществ, способных 
активировать ВК-каналы. Эксперименты, выполненные на сосудах мочевого пузыря с 
использованием NS-1619 продемонстрировали, что истощение ионов Са2+, 
расположенных в саркоплазматическом ретикулуме клетки устраняет активацию 
кальцием активируемых калиевых каналов. Исследователи предполагают, что механизм 
действия NS-1619 во многом обусловлен высвобождением ионов Са2+ из 
саркоплазматического ретикулума. [39, 43]. 
Выявленные свойства селективных активаторов ВК-каналов создают перспективу 
использования этих препаратов для профилактики и лечения сосудистых «катастроф» и 
нейродегенеративных заболеваний. 
Постстрессорное нарушение функциональной активности ВКСа-каналов. 
Функциональную активность ВКСа-каналов изучали на изолированном сердце крысы с 
применением блокатора тетраэтиламмония 1 мМ [62, 98]. Нами выбрана доза 
тетраэтиламмония 1мМ, как селективно блокирующая именно активируемые кальцием 
калиевые каналы большой проводимости расположенные в гладкомышечных клетках. 
Вклад калиевых каналов в регуляцию тонуса сосудов сердца, определяли по 
величине вазоконстрикторного эффекта тетраэтиламмония, выраженного в %, от 
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исходного кровотока (чем более активны каналы, тем больше влияние блокатора, и 
наоборот). 
В экспериментах на изолированных по Лангендорфу сердцах и изолированных 
кольцах аорты было установлено, что иммобилизационный стресс и экспериментальный 
сахарный диабет, приводили к снижению функциональной активности ВКСа-каналов 
гладкомышечных клеток сосудов [85]. Данные изменения сопровождались снижением 
чувствительности к используемому нами блокатору ВКСа-каналов (тетраэтиламмонию 1 
мМ) и активатору NS-1619. Это дало возможность предположить, что в процессе 
иммобилизационного стресса и экспериментального сахарного диабета развивается 
постстрессорная каналопатия. Наши данные согласуются с результатами других 
исследователей, которые в опытах на инсулинрезистентных крысах, выявили уменьшение 
калиевого тока, макроскопическое снижение плотности каналов и чувствительности к 
блокаторам ВКСа-каналов (тетраэтиламмонию и ибериотоксину). Действие активатора 
каналов NS-1619 было эффективнее в контроле, чем у инсулинорезистентных крыс 107. 
Следовательно, можно заключить, что иммобилизационный стресс сопровождается 
неспецифическим подавлением активности основных групп калиевых каналов (BKCa- и 
КАТФ-каналов), участвующих в регуляции сократительной активности гладкомышечных 
клеток сосудов сердца, что рассматривается нами как постстрессорная каналопатия. 
Каналопатии, вызванные мутациями аминокислотных остатков канала, могут 
привести к нарушению функций клеток и органов. Каналопатиям подвержены все виды 
каналов и, следовательно, могут быть причиной множества расстройств, например, таких 
как эпилепсия, инсульт, мозжечковая атаксии, потеря слуха, аутизм, астма умственная 
отсталость, миотония, болезни сердца, гипертония, муковисцидоз, гипермоторика 
мочевого пузыря или желудка, эректильная дисфункция и т.д. [44, 74, 83, 86, 95, 97].  
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ГЛАВА 4  
iNOS-ЗАВИСИМЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ ТОНУСА 
СОСУДОВ СЕРДЦА 
Современные исследования показали, что в сердце экспрессируются все три 
изоформы NO-синтазы (NOS) — эндотелиальная (eNOS), нейрональная (nNOS) и 
индуцибельная (iNOS) [18]. С конститутивными изоформами NO-синтаз (eNOS, nNOS) 
связывают такие его протективные свойства, как вазодилатация, угнетение процессов 
агрегации, открытие КАТФ-каналов, регуляция коронарной циркуляции и сердечных 
сокращений [22].  
Роль монооксида азота, продуцируемого iNOS, в кардиопротекции до настоящего 
времени остается противоречивой. Вероятно, влияние активации iNOS на 
функциональное состояние миокарда во многом зависит от количества NO, длительности 
его образования, а также от локализации и условий, в которых он будет синтезирован.  
Традиционно считается, что iNOS синтезируется при патологических состояниях. 
В этом случае NO продуцируется в количествах, тысячекратно превышающих его 
нормальную продукцию. В то же время, нет единого мнения о влиянии больших 
количеств NO, продуцируемого iNOS, на функцию кардиоваскулярной системы. С одной 
стороны, показано, что при тяжелой периодической гипоксии, характерной для апноэ во 
сне, наблюдается высокая активность и экспрессия iNOS, что сопровождается 
выраженным ростом уровня NO в миокарде, и повышением риска развития гипертензии, 
ишемической болезни сердца, инфаркта миокарда [36]. С другой стороны, описаны 
кардио- и вазопротективные эффекты NO, наблюдаемые при активации iNOS. В 
частности, умеренная периодическая гипоксия сопровождается антиаритмическим 
эффектом [19], снижает артериальное давление при гипертензии [7, 24], используется при 
реабилитации пациентов, перенесших аортокоронарное шунтирование [1, 23], и 
предупреждает дисфункцию эндотелия у животных с экспериментальной гипертензией [1, 
8, 33]. 
Хорошо известно, что ишемия/реперфузия (ИР) сердца вызывает повреждение не 
только миокарда, но и коронарных сосудов, которое проявляется в длительной и 
выраженной дисфункции коронарного эндотелия, связанной со структурными и 
функциональными изменениями эндотелиальных клеток [26], нарушением активности 
эндотелиальной NO-синтазы [52] и снижением биодоступности NO в результате его 
усиленного разрушения активными формами кислорода [48]. Положительные эффекты 
NO наиболее полно описаны при «классическом ишемическом прекондиционировании 
миокарда». Термин «прекондиционирование» следует понимать как «адаптацию органа к 
прерывистой ишемии» [10]. В ишемической адаптации выделяют две фазы: ранняя (или 
классическая), которая развивается непосредственно после прекондиционирования и 
длится несколько часов и поздняя (или второе защитное окно), которая появляется через 
24–72 ч и длится несколько суток. Каждая из фаз имеет свои механизмы развития [40, 50]. 
Именно во втором окне прекондиционирования NO, образуемый iNOS, имеет важное 
значение в проявлении адаптационных эффектов [15, 27, 54].  
Нами впервые продемонстрировано, что монооксид азота, продуцируемый iNOS, 
наряду с NO, синтезируемым eNOS (эндотелиальная NO-синтаза), имеет важное значение 
в регуляции тонуса коронарных сосудов при адаптации короткими стрессорными 
воздействиями. А также и то, что монооксид азота, продуцируемый iNOS, играет важную 
роль в формировании процессов адаптации. 
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4.1. Роль индуцибельной NO-синтазы в регуляции тонуса сосудов сердца при 
экспериментальном сахарном диабете, иммобилизационном стрессе и адаптации к 
коротким стрессорным воздействиям 
При неадекватном повышении тонуса сосудов первой реакцией является 
повышение синтеза NO, что наблюдается на ранних стадиях артериальной гипертензии, 
атеросклероза, сахарного диабета, хронической сердечной недостаточности [20, 57]. 
Повышение концентрации монооксида азота может быть рассмотрено как один из 
патогенетических механизмов шока различного генеза [5]. Известно, что при септическом 
шоке снижение артериального давления вызвано гиперпродукцией NO, продуцируемого 
iNOS [44]. Схожая картина наблюдается и при геморрагическом шоке [56]. 
Концентрация монооксида азота в сыворотке крови увеличивается не только при 
шоке, но и при иных заболеваниях, таких как кардиомиопатия [31], миокардит, инфаркт 
миокарда [36, 39]. Стойкое повышение монооксида азота при этих состояниях 
сопровождается гипотонией сосудов и снижением сократительной функции миокарда. 
Гиперпродукция монооксида азота может обуславливается экспрессией iNOS под 
влиянием цитокинов опосредована активирующимся ядерным фактором транскрипции 
NFkB и, в некоторых случаях, активацией cNOS [55]. 
При избытке NO происходит инактивация железосодержащих белков - 
дыхательных ферментов митохондрий, что ингибирует рост и деление клеток. Также NO, 
соединяясь со свободными радикалами кислорода, образует пероксинитрит, вызывающий 
повреждение ДНК [43]. 
Избыток NO в сердечно-сосудистой системе повышает проницаемость сосудов, 
следствием чего является развитие отеков тканей, вызывает кардиотоксическое действие, 
провоцирует стойкую генерализованную вазодилатацию и выраженное падение АД [3, 
29]. 
Повышение продукции монооксида азота, имеющее большое адаптивное значение, 
способно превратиться из адаптивного механизма в патологический.  
Впервые будет проведено сравнение роли NO в регуляции функций сосудов и 
сердца, при адаптации к коротким стрессорным воздействиям, с таковыми при 
патологических состояниях, сопровождающиеся гиперпродукцией NO – 
иммобилизационном стрессе и экспериментальном сахарном диабете. Эксперименты 
были выполнены на изолированном по Лангендорфу сердцах и изолированном кольце 
аорты. 
Исследования проводились на белых нелинейных крысах-самках массой 180-220 г. 
Экспериментальные животные содержались в стандартных условиях вивария на обычном 
пищевом рационе. Для устранения влияния сезонной и циркадной зависимости на 
исследуемые показатели эксперименты проводились в весенне-летний период в первой 
половине дня. Все животные находились в одинаковых условиях. 
Эксперименты на животных проводились в соответствии с требованиями Council 
for International Organizations of Medical Sciences CIOMS и International Council for 
Laboratory Animal Science (ICLAS) «International Guiding Principles for Biomedical Research 
Involving Animals» (Geneva, 1990). Протокол проведения экспериментов был утвержден 
Комиссией по биоэтике и гуманному обращению с лабораторными животными УО 
«ВГМУ». 
Сахарный диабет у крыс моделировали с помощью однократного 
внутрибрюшинного введения стрептозоцина (50 мг/кг), разведенного в цитратном буфере 
(рН 4,5). Контрольным крысам однократно внутрибрюшинно вводили равное количество 
цитратного буфера без стрептозоцина. Поскольку далее не было обнаружено достоверного 
изменения изучаемых показателей контрольных животных с интактными, которым не 
вводили цитратный буфер, все сравнения проводили с группой «контроль». Через 14 дней 
после введения стрептозоцина крыс с уровнем глюкозы в крови выше 20 ммоль/л и 
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глюкозурией брали в эксперимент. Концентрацию глюкозы в крови хвостовой вены 
определяли при помощи глюкометра Finetest (Корея), мочи – Глюко-Альбу-рН-Уротестом 
УП «Унитехпром БГУ».  
Стресс вызывали путем фиксации животных в положении на спине без 
ограничения подвижности головы в течение 6 часов. По окончании иммобилизации крыс 
выпускали на 90 минут в клетку, затем брали в эксперимент. 
Адаптацию проводили в течение 8 суток по следующей схеме: крысу помещали в 
пластиковый пенал и погружали в воду с температурой (220 С) до уровня шеи: 1-й день - 5 
мин., 2-й день - 10 мин., 3-й день - 15 мин. После 2-х дневного перерыва адаптацию 
повторяли. Через сутки животных брали в эксперимент. 
Кольца аорты шириной по 3мм иссекали из средней трети грудной аорты и 
помещали в термостатируемые ванночки, наполненные раствором Кребса-Хензелайта 
следующего состава (мМ/л): NaCl – 118; KCl – 4,8; MgSO4 1,18; KH2PO4 -1.2; CaCl2 – 2,5; 
NaHCO3 – 25,0; глюкоза - 11; pH – 7,4; насыщенным карбогеном (95% О2 и 5% СО2) при 
температуре 370С. В течение периода стабилизации, который составлял 2 часа, каждые 15 
минут обновляли, омывающий препарат аорты, раствор Кребса-Хензелайта. Эксперимент 
проводили на приборе Schuler Organ bath Type 809 (Hugo Sachs Elektronik, ФРГ). Кольцо 
аорты сокращалось в изометрическом режиме (датчик силы F30 Type372 (Hugo Sachs 
Elektronik, ФРГ, рис. 4.1).  
   
Рисунок 4.1. Установка для перфузии изолированного кольца аорты (прибор Schuler Organ bath 
Type 809) 
Вазоконстрикцию изучали путем введения в перфузионный раствор возрастающих 
концентраций α1-адреностимулятора фенилэфрина (от 10-15 до 10-6М). На высоте 
предсокращения препарата и после его стабилизации в ванночку добавляли ацетилхолин в 
дозозависимой манере от 1×10-10 до 3×10-5М. Таким образом, вазоконстрикцию и 
вазодилатацию изучали на одном и том же сегменте аорты. Для выяснения роли iNOS 
использовали ее высокоселективный блокатор S-метилизотиомочевину (S-MT) (10 мкМ, 
Sigma, США). О чувствительности сосудов сердца судили по величине ЕС50, 
представляющей собой концентрацию исследуемого вещества, вызывающую 50% 
ответную реакцию аортальных колец. 
Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью 
стандартного пакета статистических программ «STATISTICA 10.0» и «MS Excel», а также 
программного обеспечения GraphPad Prism (San Diego, California, USA). 
Величины количественных показателей в экспериментальных группах 
представляли в виде медианы (Ме), интерквартильного интервала [25%;75%]. О 
достоверности различий между несвязанными выборками судили по критерию Манна-
Уитни (U) и Уилкоксона (W). Проверку статистических гипотез выполняли при 
критическом уровне значимости 5% (p<0,05). 
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4.1.1. Адренергическая констрикция кольца аорты крыс, перенесших 
иммобилизационный стресс 
Дозозависимое (от 10-15 до 10-6 М) введение α1- адреностимулятора фенилэфрина 
приводило к увеличению сократительной активности изолированного кольца аорты 
крысы. В контрольной группе животных прирост напряжения изолированного кольца 
начинался при концентрации фенилэфрина 10-13 М (прирост 15% от исходного 
напряжения), а при концентрации 10-6 М ответная реакция достигала максимального 
значения 94%. Добавление в перфузионный раствор высокоселективного блокатора iNOS 
S-MT в контрольной группе животных не оказало влияние на выраженность 
адренергической констрикции кольца аорты (рис. 4.2). 
В группе животных, перенесших 6-ти часовой стресс, сокращение кольца аорты 
начиналось при концентрации фенилэфрина 10-13 М (прирост 14% от исходного 
напряжения), достигая максимума при 10-6 М (прирост 79% от исходного напряжения). 
Следовательно, в группе животных «стресс» реакция на фенилэфрин была менее 
выражена по сравнению с контролем. После перенесенного стресса чувствительность 
аортальных сосудов к фенилэфрину оказалась более выраженной, по сравнению с 
контролем (в группе контрольных животных ЕС50 составляла 3,66×10-11М, в группе 
«стресс» ЕС50 – 8,16×10-12М, табл. 4.1.).  
 
 
 
Рисунок 4.2. Влияние S-метилизотиомочевины на изменение сократительной активности 
изолированного кольца аорты крыс, контрольной группы животных.  
Примечание: по оси абсцисс – log концентрации фенилэфрина (М); по оси ординат – сокращение в мг, в 
ответ на введение в перфузионный раствор фенилэфрина. * - р<0,05, по сравнению с контролем. При 
построении графика величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме) и стандартной ошибки средней величины (SEM). 
■ – группа «Контроль»; ▲ – «Контроль+ S-метилизотиомочевина» 
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Таблица 4.1. Влияние иммобилизационного стресса на изменение 
чувствительности аортальных сосудов к фенилэфрину  
 
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М  
Контроль  
(n=7) 
3,66×10-11 2,34 - 5,70×10-11 
 
Иммобилизационный 
стресс 
(n=7) 
8,16×10-12* 5,14×10
-12 - 1,29×10-11 
 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
Добавление в перфузионный раствор ингибитора iNOS S-MT в группе животных 
перенесших стресс, сокращение кольца аорты начиналось при концентрации фенилэфрина 
10-13 М (прирост составил 37% от исходного напряжения), достигая максимума при 10-6 М 
(прирост 103% от исходного напряжения). Таким образом, инкубация сегмента аорты с S-
MT полностью устраняла влияние стресса на сократительную реакцию, вызываемую 
фенилэфрином (рис. 4.3), чувствительность кольца аорты к фенилэфрину при этом не 
изменялась и оставалась такой же, как и при стрессе до блокады индуцированной NO-
синтазы, ЕС50 составляла 4,86×10-12М (табл. 4.2.).  
 
 
 
Рисунок 4.3. Влияние возрастающих концентраций фенилэфрина на величину сократительного 
ответа изолированного кольца аорты крыс, перенесших стресс на фоне введения в перфузионный 
раствор S-метилизотиомочевины. 
Примечание: по оси абсцисс – log концентрации фенилэфрина (М); по оси ординат – сокращение в мг, в 
ответ на введение в перфузионный раствор фенилэфрина. * - р<0,05, по сравнению с контролем. При 
построении графика величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме) и стандартной ошибки средней величины (SEM). 
■ – группа «Контроль»; ▼ – «Стресс»; ♦ – «Стресс+S-метилизотиомочевина»  
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Таблица 4.2. Влияние S-метилизотиомочевины на изменение чувствительности 
аортальных сосудов к фенилэфрину в группе животных перенесших иммобилизационный 
стресс 
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М  
Контроль+S-MT 
(n=7) 
6,75×10-11 4,46×10-11- 1,02×10-10 
Иммобилизационный 
стресс+S-MT 
(n=7) 
4,86×10-12* 3,35-7,04×10-12 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
4.1.2. Эндотелийзависимая дилатация изолированного кольца аорты крыс, 
перенесших иммобилизационный стресс 
В контрольной группе животных после добавления ацетилхолина дилатация кольца 
аорты начиналась при концентрации 3×10-8М и составляла 12%. При этом максимальная 
дилатация развивалась при концентрации ацетилхолина в перфузионном растворе 3×10-
5М и достигала 60%. Добавление в перфузионный раствор высокоселективного блокатора 
iNOS S-MT в контрольной группе животных не оказало влияние на выраженность 
эндотелий-зависимой дилатации кольца аорты и чувствительности гладкомышечных 
клеток аорты к ацетилхолину (табл. 4.3., 4.4.). 
Таблица 4.3. Влияние иммобилизационного стресса на изменение 
чувствительности аортальных сосудов к ацетилхолину  
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М  
Контроль (n=7) 1,57×10-7 1,57 - 1,71×10-7 
 
Иммобилизационный 
стресс (n=7) 
1,70×10-7 1,57 - 1,84×10-7 
 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
Таблица 4.4. Влияние S-метилизотиомочевины на изменение чувствительности 
аортальных сосудов к ацетилхолину в группе животных перенесших иммобилизационный 
стресс 
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М  
Контроль+S-MT 
(n=7) 
1,51×10-7 1,45 - 1,58×10-7 
 
Иммобилизационный 
стресс+S-MT 
(n=7) 
1,57×10-7 1,46 - 1,68×10-7 
 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
После перенесенного стресса, дилатация изолированного кольца аорты, так же как 
и в контроле начиналась при концентрации ацетилхолина в ванночке 3×10-8М и 
составляла 17%. Максимальная дилатация достигала 79% при концентрации ацетилхолина 
3×10-5М (на 19% больше, чем в контроле, р<0,05). При этом, чувствительность 
гладкомышечных клеток аортальных сосудов к ацетилхолину между группами не 
различались (ЕС50 составила при стрессе – 1,70×10-7М, в контроле – 1,57×10-7М, табл. 4.3). 
Инкубирование сегмента аорты с S-MT устраняло постстрессорное изменение эндотелий-
зависимой вазодилатации. Дилатация изолированного кольца аорты становилась такой же, 
как в контроле. Она начиналась при концентрации ацетилхолина 3×10-8М, а ее максимум 
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достигался при концентрации ацетилхолина 3×10-5М и составлял 58% (в контроле 60%, 
рис. 4.4). Чувствительность гладкомышечных клеток аортальных сосудов составила 
1,53×10-7М (табл. 4.4). 
 
Рисунок 4.4. Влияние S-метилизотиомочевины на стресс-индуцированные изменения 
эндотелийзависимой вазодилатации изолированного кольца аорты крыс, перенесших 
иммобилизационный стресс.  
Примечание: по оси абсцисс - отрицательный логарифм концентрации ацетилхолина, по оси ординат - 
прирост дилатации изолированного кольца аорты крыс при кумулятивном добавлении ацетилхолина. * - 
р<0,05, по сравнению с контролем. При построении графика величины количественных показателей в 
экспериментальных группах представляли в виде медианы (Ме) и стандартной ошибки средней величины 
(SEM).  
■ – группа «Контроль»; ▲ – «Стресс»; ▼ – «Стресс+S-метилизотиомочевина»  
 
4.1.3. Адренергическая констрикция кольца аорты крыс с экспериментальным сахарным 
диабетом  
В группе животных, с экспериментальным сахарным диабетом, сокращение кольца 
аорты начиналось при концентрации фенилэфрина в перфузионном растворе 10-12 М 
(прирост составлял 12% от исходного напряжения). Максимальный прирост напряжения 
сосудистой стенки составлял 77% от исходного напряжения, при концентрации 
фенилэфрина в перфузионном растворе 10-6 М (рис. 4.5). Следовательно, в группе 
животных «сахарный диабет» реакция на фенилэфрин была менее выражена по 
сравнению с контрольными показателями. При экспериментальном сахарном диабете 
чувствительность аортальных сосудов к фенилэфрину оказалась сниженной по сравнению 
с контрольными показателями (табл. 4.5).  
 
* 
* 
* 
* 
* 
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Рисунок 4.5. Изменение адренореактивности изолированных колец аорты крыс, вызванной 
фенилэфрином, при экспериментальном сахарном диабете 
Примечание: по оси абсцисс – log концентрации фенилэфрина (М); по оси ординат – сокращение в мг, в 
ответ на введение в перфузионный раствор фенилэфрина. * - р<0,05, по сравнению с контролем. При 
построении графика величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме) и стандартной ошибки средней величины (SEM). ■ – группа «Контроль»; ▲ – 
«Сахарный диабет» 
 
Таблица 4.5. Влияние экспериментального сахарного диабета на изменение 
чувствительности аортальных сосудов к фенилэфрину  
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М  
Контроль  
(n=7) 
3,66×10-11 2,34 - 5,70×10-11 
 
Сахарный диабет 
(n=7) 
2,10×10-10* 2,10 - 7,17×10-10 
 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
Добавление в перфузионный раствор ингибитора iNOS S-MT в группе животных 
«сахарный диабет» сокращение кольца аорты начиналось при концентрации фенилэфрина 
в перфузионном растворе 10-12 М (прирост составлял 16% от исходного напряжения, что 
было выражено в той же степени, что и до блокады iNOS), и достигал максимума при 10-6 
М (прирост составлял 93% от исходного напряжения и не отличался от контрольных 
показателей, рис. 4.6.). Чувствительность изолированных колец аорты к α1- 
адреностимулятору фенилэфрину была выражена в той же степени, что и до блокады 
iNOS (табл. 4.6.). Этот факт свидетельствует о том, что инкубация сегмента аорты с S-MT 
частично устраняла влияние сахарного диабета на адренергическую констрикцию 
изолированного кольца аорты.  
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
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Рисунок 4.6. Влияние S-метилизотиомочевины на изменение адренореактивности колец аорты, 
изолированных из организмов крыс с экспериментальным сахарным диабетом  
Примечание - по оси абсцисс - отрицательный логарифм концентрации фенилэфрина, по оси ординат - прирост 
сокращения изолированного кольца аорты крыс при кумулятивном введении в перфузионный раствор 
фенилэфрина.  
При построении графика величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме) и стандартной ошибки средней величины (SEM). *- р<0,05, по сравнению с группой контроль 
■ – группа «контроль»; ● – группа «Сахарный диабет»; ▲ – группа «Сахарный диабет+S-MT».  
 
Таблица 4.6. Влияние S-метилизотиомочевины на изменение чувствительности 
аортальных сосудов к фенилэфрину в группе животных на фоне экспериментального 
сахарного диабета 
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М  
Контроль+S-MT 
(n=7) 
6,75×10-11 4,46×10-11- 1,02×10-10 
Сахарный диабет+S-MT 
(n=7) 
3,88×10-10* 2,10-7,17×10-10 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
4.1.4 Эндотелийзависимая дилатация изолированного кольца аорты крыс с 
экспериментальным сахарным диабетом. 
В контрольной группе животных после добавления ацетилхолина дилатация кольца 
аорты начиналась при концентрации 3×10-8М и составляла 12%. При этом максимальная 
дилатация развивалась при концентрации ацетилхолина в перфузионном растворе 3×10-
5М и достигала 60%. Добавление в перфузионный раствор высокоселективного блокатора 
iNOS S-MT в контрольной группе животных не оказало влияние на выраженность 
эндотелийзависимой дилатации кольца аорты. 
* 
* 
* * 
* 
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В группе животных «сахарный диабет», дилатация изолированного кольца аорты, 
так же, как и в контроле начиналась при концентрации ацетилхолина в ванночке 3×10-8М 
и составляла 19%. Максимальная дилатация достигала 81% при концентрации 
ацетилхолина 3×10-5М (р<0,05, это на 21% больше, чем в контроле, рис. 4.7).  
При этом чувствительность гладкомышечных клеток аортальных сосудов к 
ацетилхолину между группами не различалась (табл. 4.7). 
 
 
Рисунок 4.7. Эндотелийзависимая вазодилатация колец аорты, изолированных из организмов 
крыс с экспериментальным сахарным диабетом 
Примечание - по оси абсцисс - отрицательный логарифм концентрации ацетилхолина, по оси ординат – 
расслабление  изолированного кольца аорты крыс при кумулятивном увеличении концентрации 
ацетилхолина.  
При построении графика величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме) и стандартной ошибки средней величины (SEM). *- р<0,05, по сравнению с контролем 
■ – группа «Контроль»; ▲ – группа «Сахарный диабет».  
 
Таблица 4.7. Влияние экспериментального сахарного диабета на изменение 
чувствительности аортальных сосудов к ацетилхолину  
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М  
Контроль (n=7) 1,57×10-7 1,57 - 1,71×10-7 
 
Сахарный диабет 
(n=7) 
1,94×10-7 1,77 - 2,13×10-7 
 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
Инкубирование сегмента аорты с S-MT устраняло влияние экспериментального 
сахарного диабета в отношении эндотелий-зависимой вазодилатации изолированного 
* 
* 
* 
81 
 
кольца аорты. Дилатация сегмента аорты начиналась при концентрации ацетилхолина в 
перфузионном растворе 3×10-8М, а ее максимум наблюдался при концентрации 
ацетилхолина 3×10-5М и составлял 60%, что не отличалось от контрольных показателей 
(рис. 4.8). 
Чувствительность гладкомышечных клеток артериальных сосудов между группами 
не различалась (табл. 4.8). 
  
Рисунок 4.8. Влияние S-метилизотиомочевины на изменение эндотелийзависимой вазодилатации 
колец аорты, изолированных из организмов крыс с экспериментальным сахарным диабетом  
Примечание - по оси абсцисс - отрицательный логарифм концентрации ацетилхолина, по оси ординат – 
расслабление  изолированного кольца аорты крыс при кумулятивном увеличении концентрации 
ацетилхолина.  
При построении графика величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме) и стандартной ошибки средней величины (SEM). *- р<0,05 по сравнению с контролем 
■ – группа «Контроль»; ▲ – группа «Сахарный диабет»; ● – группа «Сахарный диабет+S-MT». 
 
 
Таблица 4.8. Влияние S-метилизотиомочевины на изменение чувствительности 
аортальных сосудов к ацетилхолину в группе животных с экспериментальным сахарным 
диабетом 
Группа животных EC50, М CI 95% EC50, М 
Контроль+S-MT 
(n=7) 
1,51×10-7 1,45 - 1,58×10-7 
 
Сахарный диабет+S-MT 
(n=7) 
2,62×10-7 2,30 - 3,00×10-7 
 
Примечание - *- р<0,05 по сравнению с контролем, n – количество животных в группе 
* 
* 
* 
82 
 
4.1.5. Адренергическая констрикция кольца аорты крыс, адаптированных к 
стрессу 
Дозозависимое (от 10-15 до 10-6 М) введение α1- адреностимулятора фенилэфрина 
приводило к увеличению сократительной активности изолированного кольца аорты 
крысы. В группе животных, адаптированных короткими стрессорными воздействиями, 
сокращение кольца аорты начиналось при концентрации фенилэфрина 10-13 М (прирост 
11% от исходного напряжения, рис. 4.9), достигая максимума при 10-6 М (прирост 85% от 
исходного напряжения). Следовательно, в группе адаптированных животных при реакции 
на фенилэфрин наблюдалось не существенное снижение сократительного ответа 
гладкомышечных клеток артериальных сосудов. После адаптации короткими 
стрессорными воздействиями, чувствительность аортальных сосудов к фенилэфрину не 
отличалась от контроля (в группе «адаптация» ЕС50 – 2,73×10-11М, против контроля ЕС50 -
3,65×10-11М).  
 
 
Рисунок 4.9. Влияние возрастающих концентраций фенилэфрина на величину сократительного 
ответа изолированного кольца аорты адаптированных животных на фоне введения S-
метилизотиомочевины. Примечание: по оси абсцисс – log концентрации фенилэфрина (М); по оси 
ординат – процент сокращения, в ответ на введение в перфузионный раствор фенилэфрина, ■ – 
группа «контроль», □ – «адаптация»,▼ – «адаптация+ S-метилизотиомочевина» * - р<0,05, по 
сравнению с контролем 
После добавления в перфузионный раствор ингибитора iNOS S-MT в группе 
животных адаптированных короткими стрессорными воздействиями сокращение кольца 
аорты начиналось при концентрации фенилэфрина 10-13 М (прирост 16% от исходного 
напряжения), достигая максимума при 10-6 М (прирост 99% от исходного напряжения). 
Таким образом, инкубация сегмента аорты с S-MT возвращала сократительную реакцию 
гладких миоцитов, вызываемую фенилэфрином к контрольным показателям, 
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чувствительность кольца аорты к фенилэфрину при этом не изменялась по сравнению с 
контрольными показателями, ЕС50 составляла 9,92×10-11М.  
Адаптация к коротким стрессорным воздействиям не оказала влияния на 
интенсивность перекисного окисления липидов (I max) и антиоксидантную активность (S, 
обратно пропорциональна суммарной хемилюминесценции) по сравнению с 
контрольными животными (табл. 4.9). Содержание NO2/NO3 в плазме крови контрольных 
крыс составило 29,2±1,45 мкМ/л, а в группе адаптированных животных наблюдалось 
достоверное увеличение данных показателей (табл. 4.9).  
Таблица 4.9. Изменение интенсивности перекисного окисления липидов и общей 
антиоксидантной активности, а также концентрации нитратов/нитритов у адаптированных 
короткими стрессорными воздействиями животных  
Группы 
 
I max, Мв S, мв×сек NO2/NO3 мкМ/л 
Контроль (n=7) 1,137±0,042 10,4±0,3 29,2±1,45 
Адаптация (n=7) 1,163±0,042 11,0±0,2 34,2±2,7* 
Примечание - * - p<0,05 по сравнению с контролем; n-количество животных в группе 
4.1.6. Эндотелийзависимая дилатация изолированного кольца аорты крыс, 
адаптированных к стрессу 
После адаптации животных короткими стрессорными воздействиями, дилатация 
изолированного кольца аорты, так же как и в контроле начиналась при концентрации 
ацетилхолина в ванночке 3×10-8М (составляла 11%), а максимальная ее величина 
достигала 70% при концентрации ацетилхолина 3×10-5М (р<0,05, по сравнению с 
контролем, рис. 4.10). Однако, чувствительность гладкомышечных клеток аортальных 
сосудов к ацетилхолину между группами не различалась (ЕС50 составила при «адаптации» 
– 1,84×10-7М, в контроле – 1,66×10-7М. Инкубирование сегмента аорты с S-MT уменьшало 
эндотелийзависимую вазодилатацию. Дилатация изолированного кольца аорты 
начиналась при концентрации ацетилхолина 3×10-8М и была выражена в 2 раза меньше по 
сравнению с контролем, а ее максимум достигался при концентрации ацетилхолина 3×10-
5М и составлял всего лишь 43% (в контроле - 60%, р<0,05). Чувствительность 
гладкомышечных клеток аортальных сосудов уменьшилась и составила 8,84×10-7М 
(р<0,05, по сравнению с контролем). 
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Рисунок 4.10. Влияние возрастающих концентраций ацетилхолина на величину дилататорного 
ответа изолированного кольца аорты адаптированных животных на фоне введения S-
метилизотиомочевины. Примечание: по оси абсцисс – log концентрации ацетилхолина (М); по оси 
ординат – процент расслабления, развившегося в ответ на введение в перфузионный раствор 
ацетилхолина, * - р<0,05, по сравнению с контролем. ■ – контроль, □ – адаптация,▼ – адаптация+ 
S-метилизотиомочевина 
4.2 Влияние стресса, экспериментального сахарного диабета, адаптации к 
стрессу на экспрессию eNOS и iNOS в сегменте аорты 
После фиксации грудной аорты в 10% растворе нейтрального забуференного 
формалина и стандартной гистологической проводки готовили серийные срезы толщиной 
5-7 мкм. Для гистологического исследования использовали следующие методы окраски: 
гематоксилином и эозином (для обзорной микроскопии), иммуногистохимическую с 
использованием поликлональных антител к iNOS (1:75) и eNOS (1:150) (Abcam, UK).  
В качестве визуализирующей системы использовали Bond Polymer Refine Detection 
(Leica, UK), включающую комплекс вторичных антител и диаминобензин (ДАБ) в 
качестве хромогена и гематоксилин для докрашивания препаратов.  
Иммуногистохимическое окрашивание препаратов проводили с использованием 
роботизированной станции по иммуногистохимическому окрашиванию препаратов 
BondTM – MAX Processing Module (производства Biosystems Melbourne Pty Ltd, 
Австралия) в соответствии с протоколами окрашивания и рекомендациями Leica. После 
автоматизированного окрашивания препараты промывали под проточной водой, 
обезвоживали в спирте и просветляли в карбол-ксилоле и ксилоле. После этого срезы 
заключали в среду «Bio Mount» («Bio Optica» Milano) и накрывали покровным стеклом. 
Интерпретацию результатов проводили полуколичественным методом оценки 
интенсивности окрашивания препарата. 
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При иммуногистохимическом исследовании препаратов кольца аорты контрольной 
группы животных изоформа eNOS была выраженной (+++) в эндотелии аорты, в средней 
и наружной оболочке сосуда экспрессия eNOS определялась от слабой (+), до умеренной 
(++) (рис. 4.11, А). Экспрессия iNOS в сегменте аорты не определялась (-) (рис. 4.11, В). 
 
(А)        (Б) 
  
(В)        (Г) 
  
 
Рисунок. 4.11. Экспрессия eNOS (А) в образцах аорты крыс группы – «Контроль»; (Б) в образцах 
аорты крыс группы – «Стресс». Окраска Anti-enos antibody. Увеличение (А) – 100; (Б) – 200. 
Экспрессия iNOS в образцах аорты крыс группы (В) – «Контроль»; (Г) – «Стресс». 
Окраска Anti-enos antibody Увеличение (А) – 100; (В) – 200. 
Показанные изображения являются репрезентативными для 5 независимых 
экспериментов с аналогичными результатами. 
 
 
В группе животных «стресс» eNOS локализовалась в эндотелии аорты, в средней и 
наружной оболочке, ее реакция была слабой (+) (рис. 4.11, Б). В группе животных, 
перенесших стресс iNOS локализовалась в гладкомышечных клетках аорты и в отдельных 
ядрах миоцитов, ее реакция была выражена слабо (+). Напротив, в эндотелии и наружной 
оболочке аорты наблюдалась выраженная экспрессия iNOS (+++) (рис. 4.11, Г) 
В группе животных «сахарный диабет» eNOS локализовалась в эндотелии аорты, в 
средней и наружной оболочке, ее реакция была слабой (+) (рис. 4.12, А). В группе 
животных после экспериментального сахарного диабета iNOS локализовалась в 
гладкомышечных клетках аорты и в отдельных ядрах миоцитов, ее реакция была 
выражена слабо (+). Напротив, в эндотелии и наружной оболочке аорты наблюдалась 
выраженная экспрессия iNOS (+++) (рис. 4.12, Б). (Исследования контрольной группы 
животных представлены выше). 
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В группе животных «Адаптация» eNOS локализовалась в эндотелии аорты, реакция 
была выражена от умеренной (++), до выраженной (+++) в средней и наружной оболочке, 
ее реакция была слабой (+) (рис. 4.12, В). В группе животных. Адаптированных к стрессу 
iNOS локализовалась в гладкомышечных клетках аорты, ее реакция была выражена слабо 
(+). Напротив, в эндотелии и наружной оболочке аорты экспрессия iNOS была умеренной 
(++) (рис. 4.12, Г).  
 
(А)        (Б) 
   
 
(В)        (Г) 
  
Рисунок 4.12. Экспрессия eNOS: (А) в образцах аорты крыс группы – «Сахарный диабет»; (В) в 
образцах аорты крыс группы – «Адаптация». Экспрессия iNOS: (Б) в образцах аорты крыс группы 
– «Сахарный диабет»; (Г) в образцах аорты крыс группы – «Адаптация» Окраска Anti-enos 
antibody и Anti-enos antibody. Увеличение – 200 
Показанные изображения являются репрезентативными для 5 независимых 
экспериментов с аналогичными результатами. 
 
4.3. Роль индуцибельной NO-синтазы в регуляции тонуса коронарных сосудов при 
иммобилизационном стрессе, экспериментальном сахарном диабете и адаптации к 
коротким стрессорным воздействиям 
Тонус коронарных сосудов и сократительную функцию миокарда изучали на 
препаратах сердец крыс, изолированных по Лангендорфу. Сердца перфузировали 
раствором Кребса-Хензелайта, насыщенным карбогеном (95% О2 и 5% СО2), в условиях 
постоянного потока, при объемной скорости коронарного потока (ОСКП), составлявшей 
6, 8, 10 и 15 мл/мин, используя установку для перфузии изолированного сердца мелких 
лабораторных животных IH-SR типа 844/1 (HSE-HA, ФРГ), оборудованную датчиками для 
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измерения аортального и развиваемого внутрижелудочкового давления (Isotec pressure 
transducer) (рис. 4.13).  
 
Рисунок 4.13. Установка для перфузии изолированного по Лангендорфу сердце крысы 
Датчики были соединены с модулями для измерения давления ТАМ-А, HSE-HA. 
Компьютерную регистрацию и обработку измеряемых показателей осуществляли с 
помощью программы ACAD (HSE, ФРГ). Сердца сокращались в постоянном ритме с 
частотой 240 в минуту при подаче импульсов от электростимулятора С тип - 224 (HSE-
HA, ФРГ). По истечении 15 мин., необходимых для стабилизации работы сердец, 
регистрировали внутрижелудочковое давление и рассчитывали силовые и скоростные 
показатели его работы (развиваемое давление, скорость сокращения и расслабления 
миокарда левого желудочка). 
Для изучения роли оксида азота в механизмах регуляции тонуса коронарных 
сосудов в перфузионный раствор добавляли высокоселективный блокатор iNOS S-
метилизотиомочевину (S-MT, 10-6М, Sigma, USA). Содержание гликозилированного 
гемоглобина определяли методом быстрого разделения на ионообменной смоле, при 
помощи набора реагентов для определения гликозилированного гемоглобина «Анализ 
плюс». Концентрацию С-реактивного белка в сыворотке крови определяли 
диагностическим набором C-Reactive Protein (CRP), BioSystems (Испания) по инструкции 
производителя. 
Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью 
стандартного пакета статистических программ «STATISTICA 10.0» и «MS Excel». 
Величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме), интерквартильного интервала [25%;75%]. О достоверности различий 
между несвязанными выборками судили по критерию Манна-Уитни (U) и Уилкоксона 
(W). Проверку статистических гипотез выполняли при критическом уровне значимости 
5% (p<0,05). 
В группе животных с экспериментальным сахарным диабетом уровень глюкозы в 
крови составил 26,1±1,7 ммоль/л, то есть в 5 раз выше, чем у контрольных крыс (5,7±1,1 
ммоль/л, р<0,05). В группе крыс «стресс+сахарный диабет» концентрация глюкозы в 
крови составляла 25,9±1,5 ммоль/л и была сопоставима с таковой в группе «сахарный 
диабет». В группах «сахарный диабет» и «сахарный диабет+стресс» выявлялись 
глюкозурия и кетонурия. В группе животных с экспериментальным сахарным диабетом 
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выживаемость составляла 70%. По истечении 14-ти дней после введения стрептозоцина у 
крыс масса тела снижалась в среднем на 19% и составляла 148±3,1 грамм против 183±6,3 
грамм до начала эксперимента. 
В сердцах контрольных животных ступенчатое повышение ОСКП приводило к 
закономерному увеличению коронарного перфузионного давления на 43% - при 
увеличении ОСКП от 6 до 8 мл/мин, на 32% - при ее увеличении от 8 до 10 мл/мин, и на 
70% при увеличении ОСКП от 10 до 15 мл/мин, что свидетельствует о повышении тонуса 
сосудов сердца. В сердцах крыс, перенесших стресс, динамика коронарного 
перфузионного давления при увеличении ОСКП была такой же, как в контроле. Однако, 
коронарное перфузионное давление, определяемое при каждом уровне ОСКП (6, 8, 10, 15 
мл/мин) было меньше, чем в контроле на 15, 17, 20 и 21%, соответственно (р<0,05, по 
сравнению с группой «контроль», рис. 4.14, А). Снижение сопротивления сосудов сердца 
в группе животных, перенесших стресс, сопровождалось уменьшением как развиваемого 
внутрижелудочкового давления при всех уровнях ОСКП в среднем на 38% (р<0,05, по 
сравнению с контрольной группой животных, табл. 4.10), так и первой производной 
(dP/dt) при всех уровнях перфузионного давления на 38%-44% (р<0,05), по сравнению с 
контролем, табл. 4.12). Эти данные указывают на постстрессорное снижение тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции миокарда.  
 
(А)       (Б) 
 
Рисунок 4.14. Изменение коронарного перфузионного давления (КПД) после 6-часового 
иммобилизационного стресса, стрептозоцин-индуцированного сахарного диабета и их 
комбинированного воздействия (А); на фоне блокады индуцированной NO-синтазы (Б). 
Примечание: по оси абсцисс – коронарное перфузионное давление в мм рт. ст., по оси ординат – 
объемная скорость коронарного потока (ОСКП) в мл/мин. * - р<0,05 по сравнению с контролем. 
 ■ – группа «контроль», ▲ – «сахарный диабет», ♦– «стресс»; ● – «сахарный диабет+стресс» 
 
 
В изолированных сердцах крыс группы «сахарный диабет», так же как и после 
стресса, наблюдалось снижение коронарного перфузионного давления в диапазоне ОСКП 
от 8 до 15 мл/мин в среднем на 23% (р<0,05, по сравнению с группой «контроль», рис. 
4.14, А). При этом развиваемое внутрижелудочковое давление при всех уровнях ОСКП 
снижалось в среднем на 26% (р<0,05, по сравнению с контрольной группой животных, 
табл. 4.10), наряду со снижением первой производной +dP/dt в среднем на 34%, и -dP/dt в 
среднем на 29%, р<0,05, по сравнению с контролем, табл. 4.12). Таким образом, как 
сахарный диабет, так и иммобилизационный стресс приводили к сходным изменениям 
тонуса сосудов и сократительной функции миокарда. 
Б 
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Иммобилизационный стресс, воспроизведенный у крыс на фоне сахарного диабета, 
не приводил к изменению коронарного перфузионного давления и сократительной 
функции миокарда. Значения перфузионного давления при всех уровнях ОСКП (рис. 4.14, 
А), развиваемое внутрижелудочковое давление и первая производная (dP/dt) были 
сопоставимы с контрольными показателями (табл. 4.11). 
Введение в перфузионный раствор высокоселективного блокатора 
индуцированнной NO-синтазы S-метилизотиомочевины не приводило к изменению 
тонуса коронарных сосудов и сократительной функции сердца контрольных крыс (рис. 
4.14, Б). Подавление активности iNOS в сердцах крыс, перенесших иммобилизационный 
стресс, приводило к восстановлению коронарного перфузионного давления при всех 
уровнях ОСКП до контрольных показателей (рис. 4.14, Б). Следовательно, S-MT устранял 
постстрессорную гиперпродукцию оксида азота, образуемого индуцированной NO-
синтазой. Показатели развиваемого внутрижелудочкового давления при этом не 
отличались от таковых в группе «контроль» (табл. 4.12), однако показатели первой 
производной (dP/dt) все же оставались сниженными при коронарном перфузионном 
давлении 8, 10 и 15 мм рт. ст. (+dP/dt на 22, 29 и 29% соответственно, и -dP/dt на 15, 23, 
32% соответственно, р<0,05), по сравнению с контролем (табл. 4.13). Таким образом, NO, 
образуемый индуцированной NO-синтазой при длительном иммобилизационном стрессе, 
играет важную роль в механизмах ослабления миогенного тонуса коронарных сосудов и 
снижения сократительной функции миокарда. 
Подавление активности iNOS в изолированных сердцах крыс групп «сахарный 
диабет» и «стресс» приводило к тому, что величины коронарного перфузионного 
давления и развиваемого внутрижелудочкового давления не отличались от таковых в 
контроле (рис. 4.14, Б). Однако в группе «сахарный диабет» показатели первой 
производной (dP/dt) все же оставались сниженными при ОСКП, составлявшей 8, 10 и 15 
мл/мин. (+dP/dt на 17, 18 и 29% соответственно, -dP/dt на 15, 21, 26% соответственно, 
р<0,05, по сравнению с контролем, табл. 4.13). Этот факт позволяет предположить, что 
важнейшим механизмом ослабления миогенного тонуса коронарных сосудов и 
сократительной функции миокарда при стрептозоцин-индуцированном сахарном диабете 
является гиперпродукция оксида азота индуцированной NO-синтазой. Добавление в 
перфузионный раствор S-MT приводило к повышению коронарного перфузионного 
давления в группе «сахарный диабет+стресс» при ОСКП 6, 8, 10 и 15 мл/мин на 33, 43, 74 
и 32%, соответственно (р<0,05, по сравнению с контролем, рис. 4.14, Б). В то же время, 
блокада iNOS не оказывала влияния на величины развиваемого внутрижелудочкового 
давления и показатели первой производной (dP/dt) (табл. 4.12, 4.13). В сердцах животных, 
адаптированных к стрессу, коронарное перфузионное давление и развиваемое 
внутрижелудочковое давление не отличались от таковых в контроле. Добавление в 
перфузионный раствор S-MT не сопровождалось изменениями коронарного 
перфузионного давления и сократительной функции сердца адаптированных к стрессу 
животных (табл. 4.14, 4.15). В группе животных, перенесших стресс на фоне 
предварительной адаптации («адаптация+стресс»), коронарное перфузионное давление и 
развиваемое внутрижелудочковое давление не отличалось от таковых, выявленных в 
сердцах контрольных животных. Добавление в перфузионный раствор 
высокоселективного блокатора S-MT не оказывало влияния на изменение коронарного 
перфузионного давления и сократительной функции миокарда в этой группе животных 
(табл. 4.14, 4.15). 
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98 
4.3.1. Влияние стресса, экспериментального сахарного диабета, их сочетания, 
а также адаптации к коротким стрессорным воздействиям на изменение 
системного артериального давления у крыс 
Артериальное давление (АД) у крыс определяли неинвазивным методом с 
использованием системы NIBP (non-invasive blood pressure) фирмы Panlab. Крыс 
помещали в прозрачный пенал и закрепляли в автоматическом нагревателе (t = 29°С), 
подсоединяли датчик-манжету к хвосту, который располагался в проекции хвостовой 
артерии (рис. 4.15).  
Рисунок 4.15. Установка для измерения системного артериального давления у крыс не 
инвазивным методом 
После 20 минут проводили измерения. Для получения достоверных результатов 
животных предварительно адаптировали к нахождению в пеналах в течение 2-х недель по 
15-20 минут ежедневно. Затем измеряли частоту сердечных сокращений, систолическое и 
диастолическое, а также среднее артериальное давление (ЧСС, САД, ДАД и СрАД, 
соответственно). 
В группе животных, перенесших стресс и экспериментальный сахарный диабет 
наблюдалось снижение среднего АД на 13 и 9% соответственно (р<0,05, по сравнению с 
контрольными показателями табл. 4.16). В группах животных, перенесших стресс на фоне 
предватительной адаптации измеряемые показатели не отличались от контрольных 
значений. Таким образом, адаптация полностью предупредила постстрессорное снижение 
системного артериального давления. Гопотензия, наблюдаемая при иммобилизационном 
стрессе и экспериментальном сахарном диабете, может быть обусловлена 
гиперпродукцией NO, синтезируемого iNOS. Последовательность событий представлена 
на схеме 1. 
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4.3.2. Анализ изоферментного спектра NOS в миокарде крыс при 
иммобилизационном стрессе, экспериментальном сахарном диабете, их сочетании, а 
также адаптации к коротким стрессорным воздействиям 
Определение экспрессии генов Nos2 (iNOS), Nos3 (eNOS), а также референсных 
генов Tbp1, Rplp1 и Hprt1 проводили методом ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). 
Концентрацию выделенных образцов РНК определяли с помощью спектрофотометра 
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, США). Качество образцов РНК контролировали с 
помощью капиллярного электрофореза на приборе Agilent 2100 Bioanalyzer 
(AgilentTechnologies, США). Значения параметра RIN (RNA integrity number) для всех 
образов РНК были не ниже 7. 
Для Nos2 (iNOS), Nos3 (eNOS), а также референсных генов Tbp1, Rplp1 и Hprt1 
были подобраны пары праймеров с помощью программ Primer3 (v. 0.4.0) и Primer-BLAST. 
Специфичность амплификации проверяли по электрофоретической подвижности ПЦР-
продуктов в 2,5% агарозном геле. Список последовательностей праймеров представлен в 
таблице 4.17. Реакцию обратной транскрипции проводили для 1 мкг РНК с 
использованием коммерческого набора «Синтол» с 2,5Х буфером, содержащим дНТФ 
(Россия). За накоплением продукта в процессе ПЦР-РВ следили по увеличению 
флуоресцентного сигнала интеркалирующего красителя SYBR Green I (Invitrogen). 
Был проведен анализ изменения экспрессии нейрональной, индуцируемой и 
эндотелиальной NO-синтаз под воздействием 6-часового иммобилизационного стресса, 
гипергликемии, сочетания гипергликемии и стресса, а также при адаптации короткими 
стрессорными воздействиями в стенке левого желудочка сердца крыс методом 
полимеразной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
Таблица 4.17. Список использованных в работе праймеров. 
Название 
гена 
Последовательность праймера* Эффективность 
амплификации 
Длина 
продукта, 
п.о. 
Nos2 
F:TTGGTGAGGGGACTGGACTTTT 
2,30±0,30 90 
R: TTCTCCGTGGGGCTTGTAGTTG 
Nos3 
F:ATCAGCAACGCTACCACGA 
1,90±0,16 173 R: GGAAGAAGATTGTCAGGAACCA 
R: TTGGAGAGGCAGATACAGGAG 
Hprt1 
F:GTCATCAGCGAAAGTGGAAA 
1,75±0,25 201 
R: AAGGGACGCAGCAACAGAC 
Rplp1 
F:TCCACAACATGGCTTCTGTC 
1,97±0,13 191 
R: GCAGATGAGGCTTCCAATGT 
Tbp1 
F:ACCGTGAATCTTGGCTGTAA 
2,02±0,13 122 
R: GCAGTTGTTCGTGGCTCTCT 
Nfkb R: GGACGACACCTCTACACATAGCA 
L: CATCTTCTCCAGCCTTCTCCCA 
1,93±0,21 144 
*Последовательности праймеров написаны в направлении от 5’к 3’концу. F- прямой праймер, R-
обратный праймер. 
Для каждой группы образцов, нормированные значения экспрессии (NRQ) целевых 
генов рассчитывались по следующей формуле (1) с нормировкой на три референсных гена 
Hprt1, Rplp1, Tbp1, валидированных согласно рекомендациям [9]: 
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генреф
Сt
ген
ген
EEE
E
NRQ
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
  (1) , 
 
где Е – эффективность амплификации продукта; 
NRQ – нормированные значения экспрессии; 
Сt – нормировка по референсному гену. 
 
При расчете изменения экспрессии при всех исследуемых группах, значения 
нормированных уровней экспрессии относили к значениям контрольной группы.  
По результатам оценки изменения экспрессии генов, кодирующих все три NO-
синтазы, можно сделать вывод, что во всех исследуемых группах (стресс, гипергликемия, 
гипергликемия в сочетании со стрессом и адаптация короткими стрессорными 
воздействиями) происходит активация транскрипции Nos2. Уровень экспрессии двух 
других генов, кодирующих нейрональную и эндотелиальную NO-синтазу, остается 
неизменным в условиях статистической погрешности. При расчете изменения экспрессии 
методом ПЦР в реальном времени у крыс при 6-часовом иммобилизационном стрессе, 14-
ти дневной гипергликемии и их сочетании, а также при адаптации значения 
нормированных уровней экспрессии относили к значениям контрольной группы. В 
группах животных перенесших 6-ти часовой стресс и 14-ти дневную гипергликемию 
уровень транскриптов, кодирующих, индуцированную NO-синтазу в миокарде 
увеличивался в равной степени в 6 и 5,8 раз соответственно (рис. 4.16). При 
комбинированном воздействии гипергликемии и стресса происходила активация 
транскрипции iNOS в 51 раз (рис. 4.16). Экспрессия генов iNOS после адаптации к 
коротким стрессорным воздействиям была увеличена в 8,6 раза.  
 
Рисунок 4.16. Изменение экспрессии генов Nos2 при иммобилизационном стрессе, стрептозоцин-
индуцированной гипергликемии (экспериментальный сахарный диабет), сочетании гипергликемии 
(экспериментального сахарного диабета) и стресса, а также при адаптации к коротким 
стрессорным воздействиям в миокарде крыс. Примечание: стандартное отклонение приведено для 
n=5 в каждой группе 
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4.3.3. Влияние стресса, экспериментального сахарного диабета и адаптации к 
стрессу на показатели концентрацию NOS, ИЛ-1β, С-реактивного белка, NO2-/NO3-, 
продуктов перекисного окисления липидов и антиоксидантную активность 
После окончания эксперимента животных декапитировали под легким эфирным 
наркозом. Сыворотку крови распределяли по эпиндорфам и хранили при –20̊ С. В 
сыворотке крови определяли концентрации NOS, интерлейкина 1β, С-реактивного белка. 
Концентрацию ферментов iNOS и eNOS в сыворотке крови определяли методом 
твердофазного иммуноферментного анализа, используя тест-системы и реагенты для iNOS 
(Uscn, Life Science Inc. China, Lot L130827587) и для eNOS (Cloud-Clone Corp. USA, Uscn, 
Life Science Inc., Lot L141013209), с помощью фотометра универсального Ф-300 ТП при 
λ=450 нм. Содержание iNOS и eNOS в сыворотке крови выражали в нг/мл и пг/мл, 
соответственно.  
Учитывая тот факт, что содержание С-реактивного белка указывает на уровень 
воспаления и таким образом косвенно определяет риск развития сосудистых «катастроф» 
мы определяли концентрацию С-реактивного белка в сыворотке крови 
иммунотурбидиметрическим методом при использовании диагностического набора C-
Reactive Protein (CRP), BioSystems (Испания) по инструкции производителя. Содержание 
С-реактивного белка выражали в мг/л. 
Концентрацию ИЛ-1β в сыворотке крови определяли методом твердофазного 
иммуноферментного анализа используя тест-системы Thermo Scientific, USA, Lot 
LD145322. Концентрацию ИЛ-1β в сыворотке крови выражали в пг/мл. 
Концентрацию стабильных продуктов деградации NO (NO2-/NO3-) определяли в 
гомогенате левого желудочка. Метод основан на восстановлении нитратов до нитритов 
цинковой пылью в щелочной среде в присутствии аммиачного комплекса сульфата меди, 
с последующим фотометрическим определением (при длине волны 520 нм) нитрит-ионов 
с помощью реакции Грисса [4, 35].  
Об активации перекисного окисления липидов в миокарде судили по накоплению в 
нем диеновых коньюгатов и малонового диальдегида спектрофотометрическим методом. 
Содержание диеновых конъюгатов в пробе рассчитывали, учитывая величину молярного 
коэффициента экстинции при 233 нм для сопряженных кислот [6, 45]. Количество 
малонового диальдегида рассчитывали, учитывая молярный коэффициент экстинции 
триметинового комплекса [2, 21]. 
Супероксиддисмутазу (СОД) определяли с использование набора реактивов для 
спектрофотометрического определения фермента супероксиддисмутазы. Непрямой 
спектрофотометрический метод, основанный на использовании реакции 
супероксидзависимого окисления кверцетина (флавоноид растительного происхождения), 
протекающей в щелочной среде, в присутствии тетраметилэтилендиаминана (ДМСО). 
Реакция сопровождается обесцвечиванием рабочего раствора в области пропускания с 
максимумом при 406 нм. Фермент супероксиддисмутаза перехватывает, образующиеся в 
этих условиях супероксид-радикалы и ингибирует окисление кверцетина. При времени 
инкубации 20 мин степень ингибирования строго количественно зависит от концентрации 
СОД. Содержание фермента в биологическом материале рассчитывается с помощью 
уравнения, полученного на основании калибровочного графика, приведенного в 
инструкции к набору. 
Для определения СОД ткань сердца гомогенезировали в физ. растворе. Затем 
гомогенат центифугировали при 15000 обр/мин в течение 20 мин, затем полученный 
супернатант разводили в 50 раз физ. раствором и далее проводили измерение по методике. 
Метод определения активности каталазы (КАТ) основан на способности пероксида 
водорода образовывать с молибдатом аммония стойкий окрашенный комплекс с 
максимум поглощения при 410 нм. 
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Для определения КАТ ткань сердца гомогенезировали в физ. растворе. Затем 
гомогенат центифугировали при 15000 обр/мин в течение 20 мин, затем полученный 
супернатант разводили в 50 раз трисбуфером рН 7,4 и далее проводили измерение по 
методике.  
Расчет проводили по убыли перекиси водорода за 1 минуту на 1 мг белка с учетом 
всех разведений. 
Измерение всех показателей проводили на приборе спектрофлуориметре Солар 
“СМ2203” отечественного производителя (г.Минск ЗАО “Оптика, авангардные 
технологии”). 
В контрольной группе животных уровень гликозилированного гемоглобина 
составил 2,6%, а в группе животных, перенесших стресс - 3,2% (р>0,05, по сравнению с 
контролем). Стрептозоцин-индуцированный сахарный диабет и иммобилизационный 
стресс, воспроизведенный на фоне такого диабета, приводили к сходному повышению 
содержания гликозилированного гемоглобина (5,4% и 6%), по сравнению с таковым в 
контроле (р<0,05).  
Концентрация NO2-/NO3- в крови крыс групп «стресс», «сахарный диабет», 
«сахарный диабет+стресс» и «адаптация» достоверно увеличивалась, по сравнению с 
контрольным значением (табл. 4.18). Содержание диеновых коньюгатов и малонового 
диальдегида в миокарде после перенесенного стресса, сахарного диабета и при их 
сочетании также возрастало, на фоне снижения СОД и КАТ (табл. 4.18). В группах 
«адаптация» и «адаптация+стресс» концентрация ДК и МДА не отличалась от 
контрольных показателей. При этом наблюдалось активация антиоксидантной активности 
(табл. 4.18)  
Концентрация С-реактивного белка и ИЛ-1β в сыворотке крови крыс после 6-
часового иммобилизационного стресса, сахарного диабета и стресса, моделируемого на 
фоне сахарного диабета, увеличивалась практически в одинаковой степени, в 2 раза 
превышая контрольный показатель.  
В группе животных, перенесших стресс, содержание eNOS в сыворотке крови 
снижалось на 78%, а индуцибельной – возрастало в 9 раз. В группе животных «сахарный 
диабет», содержание eNOS в сыворотке крови снижалось в среднем на 76%, а 
концентрация индуцибельной NO-синтазы – возрастала в 6 раз (табл. 4.18). 
В группе адаптированных к стрессу животных активность iNOS возрастала в 2 
раза, при этом значения активности eNOS были сопоставимы с контрольными 
значениями. В группе «адаптация» и «адаптация+стресс» концентрация С-реактивного 
белка и ИЛ-1β не отличалась от показателей группы «контроль», табл. 4.18). 
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4.3.4. Влияние стресса, экспериментального сахарного диабета, адаптации к 
стрессу на экспрессию eNOS и iNOS в препаратах левого желудочка 
После фиксации левого желудочка в 10% растворе нейтрального забуференного 
формалина и стандартной гистологической проводки готовили серийные срезы толщиной 
5-7 мкм. Для гистологического исследования использовали следующие методы окраски: 
гематоксилином и эозином (для обзорной микроскопии), иммуногистохимическую с 
использованием поликлональных антител к iNOS (1:75) и eNOS (1:150) (Abcam, UK).  
В качестве визуализирующей системы использовали Bond Polymer Refine Detection 
(Leica, UK), включающую комплекс вторичных антител и диаминобензин (ДАБ) в 
качестве хромогена и гематоксилин для докрашивания препаратов.  
Иммуногистохимическое окрашивание препаратов проводили с использованием 
роботизированной станции по иммуногистохимическому окрашиванию препаратов 
BondTM – MAX Processing Module (производства Biosystems Melbourne Pty Ltd, 
Австралия) в соответствии с протоколами окрашивания и рекомендациями Leica. После 
автоматизированного окрашивания препараты промывали под проточной водой, 
обезвоживали в спирте и просветляли в карбол-ксилоле и ксилоле. После этого срезы 
заключали в среду «Bio Mount» («Bio Optica» Milano) и накрывали покровным стеклом. 
Интерпретацию результатов проводили полуколичественным методом оценки 
интенсивности окрашивания препарата. 
При иммуногистохимическом исследовании препаратов сердца контрольной 
группы животных изоформа eNOS определялась в цитоплазме кардиомиоцитов и 
эндотелии коронарных сосудов от умеренной (++) до выраженной (+++) (рис. 4.17, А). 
Реакция iNOS была слабой (+), преимущественно в цитоплазме кардиомиоцитов (рис. 
4.18, А). В препаратах сердец крыс группы «стресс», eNOS локализовалась в 
кардиомиоцитах неравномерно, от умеренной (++) до выраженной (+++), в эндотелии 
сосудов – умеренная (++) (рис. 4.17, Б). После перенесенного стресса в кардиомиоцитах 
реакция iNOS была умеренной (++), в средней и наружной оболочке коронарных сосудов 
– слабая (+), а в эндотелии – выраженная (+++) (рис. 4.18, Б). При экспериментальном
сахарном диабете реакция eNOS была слабой «+» окрашивание наблюдалось 
преимущественно в цитоплазме кардиомиоцитов (рис. 4.17, В). Реакция iNOS была 
умеренно-выраженная (++), преимущественно в крдиомиоцитах и во всех оболочках 
сосудов (рис. 4.18, В). В миокарде животных, адаптированных к стрессу, реакция eNOS 
была слабой (+) преимущественно в кардиомиоцитах (рис. 4.17, Г). Реакция iNOS в группе 
«адаптация» была от слабой (+) до умеренной (++) – окрашивание отмечалось 
преимущественно в гладкомышечных клетках коронарных сосудов (рис. 4.18, Г). В группе 
животных «адаптация+стресс» реакция eNOS была выраженной (+++), окрашивание 
отмечалось в эндотелии сосудов и в цитоплазме кардиомиоцитов. Реакция iNOS была 
слабой (+), преимущественно в цитоплазме кардиомиоцитов (данные не показаны). 
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(А) (Б) 
(В) (Г) 
Рисунок 4.17. Экспрессия eNOS в образцах миокарда крыс исследуемых групп: (А) – «Контроль»; 
(Б) – «Стресс». (В) – «Сахарный диабет»; (Г) – «Адаптация» Окраска Anti-enos antibody. 
Увеличение 100(А, Б, Г); Увеличение 200 (В) 
108 
 
(А)        (Б) 
  
(В)        (Г) 
  
Рисунок 4.18. Экспрессия iNOS в образцах миокарда крыс исследуемых групп: А) – «Контроль»; 
(Б) – «Стресс». (В) – «Сахарный диабет»; (Г) – «Адаптация». Окраска Anti-iNOS antibody. 
Увеличение 100 (А, Б, Г); Увеличение 200 (В) 
Объяснение полученным данным могут быть представлены следующим способом. 
Снижение миогенного тонуса коронарных сосудов и нарушение сократительной 
функции сердца после 6-часового иммобилизационного стресса в значительной мере 
также обусловлены гиперпродукцией оксида азота индуцибельной NO-синтазой. В пользу 
этого вывода свидетельствуют снижение коронарного перфузионного давления и 
развиваемого внутрижелудочкового давления при перфузии сердец крыс, раствором, 
содержащим высокоселективный блокатор iNOS, 6-кратное увеличение содержания в 
миокарде этих крыс уровня транскриптов, кодирующих iNOS, наряду с достоверным 
повышением содержания в крови стабильных продуктов деградации оксида азота – 
нитратов/нитритов, продуктов перекисного окисления липидов, 3-кратное увеличение 
активности фермента iNOS при снижении активности eNOS на 52% (для сравнения в 
контроле iNOS - 40±11,0 eNOS - 106±9,5 нмоль/г белка в минуту). Методом 
иммуноферментного анализа установлено, что в группе животных, перенесших стресс, 
концентрация эндотелиальной NO-синтазы снижалась на 78%, а индуцибельной – 
возрастала в 9 раз.  
Однако использование блокатора iNOS лишь наполовину восстановило скорость 
сокращения (+dP/dt) и расслабления (-dP/dt) миокарда после иммобилизационного 
стресса. Обнаружение двукратного увеличения содержания С-реактивного белка в крови 
крыс и увеличения концентрации ИЛ-1β после стресса отражает не только развитие в этих 
условиях системного воспаления низкой интенсивности, но и объясняет один из 
механизмов активации iNOS в этих условиях. Известно, что С-реактивный белок способен 
активировать моноциты [13], которые образуют продукты, повышающие экспрессию 
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генов iNOS, и участвующие в развитии воспаления. Выявленное нами и другими 
исследователями [25] системное воспаление низкой интенсивности, развивающееся при 
продолжительном и выраженном эмоционально-болевом стрессе, объясняет частое 
возникновение при этом сосудистых «катастроф», важнейшим звеном патогенеза которых 
является плохо контролируемое воспаление в сосудистой стенке.  
Сходные изменения были выявлены и у крыс со стрептозоцин-индуцированным 
сахарным диабетом. В группе животных с экспериментальным сахарным диабетом 
уровень глюкозы в крови составил 26,1±1,7 ммоль/л, то есть в 5 раз выше, чем у 
контрольных крыс (5,7±1,1 ммоль/л, р<0,05). В группе крыс «стресс+сахарный диабет» 
концентрация глюкозы в крови составляла 25,9±1,5 ммоль/л и была сопоставима с таковой 
в группе «сахарный диабет». В группах «сахарный диабет» и «сахарный диабет+стресс» 
выявлялись глюкозурия и кетонурия. В группе животных с экспериментальным сахарным 
диабетом выживаемость составляла 70%. По истечении 14-ти дней после введения 
стрептозоцина у крыс масса тела снижалась в среднем на 19% и составляла 148±3,1 грамм 
против 183±6,3 грамм до начала эксперимента. Гипергликемия, увеличение содержания 
гликозилированного гемоглобина, глюкозурия, кетонурия, а также снижение массы тела 
крыс уже через 14 дней после введения им стрептозоцина свидетельствуют об 
адекватности используемой экспериментальной модели сахарного диабета. Повышение 
ослабленного миогенного тонуса коронарных сосудов и сниженного развиваемого 
внутрижелудочкового давления крыс этой группы с помощью высокоселективного 
блокатора iNOS указывает на важную роль активации этой изоформы NO-синтазы в 
механизмах указанных нарушений, что согласуется с результатами других исследований 
[14, 38, 49]. Однако, блокатор iNOS лишь частично, как и после стресса, восстанавливал 
скорость сокращения (+dP/dt) и расслабления (-dP/dt) миокарда. Эти данные косвенно 
указывают на стереотипное нарушение кругооборота ионизированного кальция в 
кардиомиоцитах животных, перенесших стресс или сахарный диабет, вызванное 
действием других механизмов, например, высокими концентрациями активных форм 
кислорода. Эти рассуждения косвенно подтверждаются тем, что в миокарде крыс групп 
«стресс» и «сахарный диабет» достоверно увеличивалось содержание продуктов 
перекисного окисления липидов. Важная роль гиперпродукции оксида азота 
индуцированной NO-синтазой в механизмах снижения тонуса коронарных сосудов и 
сократительной функции миокарда при сахарном диабете подтверждается результатами, 
полученными в ходе ПЦР-РВ, которые выявили почти 6-кратное увеличение экспрессии 
генов, ответственных за синтез iNOS, в миокарде крыс с экспериментальным сахарным 
диабетом. Обращает на себя внимание гораздо большее увеличение концентрации 
нитратов/нитритов в крови крыс группы «сахарный диабет», по сравнению с таковым в 
группе «стресс». Концентрация продуктов ПОЛ в миокарде была такой же высокой, как и 
после иммобилизационного стресса. Наблюдалось почти 3-кратное увеличение 
активности фермента iNOS при неизменной активности eNOS. Иммуноферментный 
анализ выявил 5-кратное увеличение концентрации iNOS в сыворотке крови животных, 
при этом концентрация eNOS не отличалась от контрольных показателей. При 
экспериментальном сахарном диабете реакция eNOS была слабой «+» окрашивание 
наблюдалось преимущественно в цитоплазме кардиомиоцитов.  
Достоверное увеличение концентрации С-реактивного белка всыворотке крови и 
ИЛ-1β животных с экспериментальным сахарным диабетом также указывает на развитие у 
них системного воспаления низкой интенсивности. Таким образом, характер нарушения 
тонуса сосудов сердца и сократительной функции миокарда при продолжительном 
эмоционально-болевом стрессе и стрептозоцин-индуцированном сахарном диабете 
сходны.  
При моделировании иммобилизационного стресса на фоне сахарного диабета было 
установлено, что величины коронарного перфузионного давления и показатели 
сократительной функции миокарда достоверно не отличались от таковых в контроле. Эти 
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факты свидетельствуют о некоем «прекондиционирующем» влиянии не корригированной 
гипергликемии на фенотипические свойства клеток сосудов сердца и кардиомиоцитов, 
ярко проявляющемся при последующем иммобилизационном стрессе. При этом обращает 
на себя внимание то, что сверхэкспрессия генов iNOS в миокарде крыс группы «сахарный 
диабет+стресс» в 51 раз не сопровождалась столь массивной гиперпродукцией NO, о чем 
косвенно свидетельствует сходное увеличение концентрации нитратов/нитритов в 
сыворотке крови крыс, перенесших сахарный диабет, иммобилизационный стресс и их 
сочетанное воздействие. Более того, иммуноферментный анализ показал 20-кратное 
увеличение концентрации фермента iNOS при этом концентрация фермента еNOS в 
сыворотке крови экспериментальных животных была сопоставима с контрольными 
показателями. Активность iNOS возрастала в 1,2 раза, а еNOS снижалась на 72%. Для 
обнаруженного нами явления может быть предложено несколько объяснений. 
Во-первых, в условиях иммобилизационного стресса, моделируемого на фоне 
сахарного диабета, могло развиваться т.н. «разобщение» субъединиц вновь 
образовавшейся индуцированной NO-синтазы, и такой фермент, наряду с NO, мог 
производить супероксидный радикал, пероксинитрит, нитрозотиолы или другие 
соединения с последующим уменьшением биодоступности NO [28]. «Разобщение» 
индуцированной NO-синтазы в сердцах крыс с экспериментальным сахарным диабетом 
было выявлено ранее при моделировании у них ишемии миокарда с последующей 
реперфузией [46]. «Разобщение» iNOS могло быть вызвано высокими концентрациями 
активных форм кислорода и азота, о значительном повышении образования которых 
косвенно свидетельствует достоверно более высокое содержание ДК и МДА в миокарде 
крыс группы «сахарный диабет+стресс», чем в миокарде крыс группы «стресс» или 
группы «сахарный диабет». Известно, что различные виды активных форм кислорода или 
азота специфическим образом подавляют образование NO индуцированной NO-синтазой, 
а также стимулируют образование этим ферментом супероксидного радикала [41, 51]. В 
пользу правильности наших рассуждений о «разобщении» iNOS и образовании в этих 
условиях супероксидного радикала свидетельствует и то, что селективный блокатор iNOS, 
несмотря на стереотипный характер увеличения концентрации NO2-/NO3- в крови крыс 
всех опытных групп, приводил к более существенному повышению коронарного 
перфузионного давления в сердцах крыс группы «сахарный диабет+стресс». Ранее A. 
Ceriello и соавт. продемонстрировали, что восстановленный глутатион, являющийся 
«скавенджером» активных форм кислорода и редокс-активным веществом, предупреждает 
повышение тонуса коронарных сосудов при гипергликемии [11], а Zhu M. и соавт. при 
инкубации культуры эндотелиоцитов, полученных из пупочной вены, в среде с высоким 
содержанием в ней глюкозы, доказали факт увеличения образования в этих клетках 
супероксидного радикала [59]. 
Во-вторых, в условиях экспериментального сахарного диабета могло измениться 
функционирование системы NO-синтаза/аргиназа/диметиларгинин 
диметиламиногидролаза с последующим уменьшением образования оксида азота. 
Известно, что стимуляция индуцированной NO-синтазы посредством ряда 
внутриклеточных сигнальных путей способна приводить к активации аргиназы 
эндотелиоцитов [12] с последующим уменьшением доступности основного субстрата NO-
синтазной реакции L-аргинина. Установлено также, что добавление высоких 
концентраций глюкозы в питательную среду в течение 5 дней сопровождается снижением 
образования диметиларгинин диметиламиногидролазы-2, фермента, разрушающего 
эндогенный ингибитор NO-синтазы асимметричный диметиларгинин, в культуре 
эндотелиоцитов [32]. 
В-третьих, в условиях продолжительной гипергликемии в эндотелиоцитах 
возрастает образование вазоконстрикторов, в частности, эндотелина-1 [25] и изменяются 
механизмы регуляции гомеостаза ионизированного кальция в сосудистых 
гладкомышечных клетках [17, 58]. По-видимому, фенотипические свойства клеток 
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кровеносных сосудов изменялись в условиях гиперпродукции NO в бóльшей степени, чем 
свойства кардиомиоцитов: в то время как селективный блокатор индуцированной NO-
синтазы S-MT приводил к существенному увеличению коронарного перфузионного 
давления в изолированных сердцах крыс, перенесших стресс на фоне имеющегося у них 
сахарного диабета, сократительная функция миокарда и первая производная (dP/dt) при 
этом практически не изменялись. 
Таким образом, установлено, что ослабление миогенного тонуса коронарных 
сосудов и снижение сократительной функции миокарда при иммобилизационном стрессе, 
развивающиеся на фоне стрептозоцин-индуцированного сахарного диабета, во многом 
обусловлены стимуляцией индуцированной NO-синтазы, которая в этих условиях может 
продуцировать не только оксид азота, но и активные формы кислорода. Полученные 
результаты свидетельствуют о существенном изменении фенотипических характеристик 
клеток сердца и его сосудов при продолжительной гипергликемии, что может объяснять 
специфический характер сосудистых реакций при последующем эмоционально-болевом 
стрессе. 
Адаптация к коротким стрессорным воздействиям полностью предупредила 
постстрессорное нарушение тонуса коронарных сосудов и снижение сократительной 
функции миокарда. В изолированных сердцах крыс, адаптированных к стрессу, 
образуется iNOS. Этот факт подтверждается как экспрессией гена, ответственного за 
синтез iNOS, в гомогенате миокарда крыс, а также обнаружением этого фермента в 
гладкомышечных клетках коронарных сосудов при иммуногистохимическом 
исследовании. Результаты перфузии изолированного сердца крыс, адаптированных к 
стрессу при использовании селективного ингибитора iNOS S-метилизотиомочевины 
также подтверждают этот факт.  
Адаптация к коротким стрессорным воздействиям так же, как иммобилизация и 
экспериментальный сахарный диабет, сопровождается усилением продукции NO, 
увеличением экспрессии генов, ответственных за синтез iNOS, но, в отличие от стресса и 
сахарного диабета, умеренным накоплением фермента, неизмененной системной 
активностью фермента еNOS и отсутствием системного воспаления низкой интенсивности 
(что подтверждалось неизменной концентрацией С-реактивного белка и отсутствием ИЛ-
1β в сыворотке крови адаптированных к стрессу животных).  
Становится очевидным, что существуют оптимальные концентрации NO, 
обладающие кардио- и вазопротекторным эффектом. Вероятно, влияние активации iNOS 
на функциональное состояние миокарда и сосудов во многом зависит от количества NO, 
длительности его образования, а также от локализации и условий, в которых он будет 
синтезирован. 
4.4. Влияние системной блокады iNOS на тонус коронарных сосудов крыс при 
адаптации к стрессу 
Животные были подразделены на группы: 1-ая – «контроль» (n=20); 2-ая - группа 
животных перенесшие 6-ти часовой иммобилизационный стресс – «стресс» (n=13); 3-я – 
группа животных адаптированных короткими стрессорными воздействиями – 
«адаптация» (n=8); 4-ая – группа животных перенесших стресс, на фоне предварительной 
адаптации - «адаптация+ стресс» (n=8); 5-ая – группа животных, которым в процессе 
адаптации внутрибрюшинно вводили селективный блокатор iNOS – S-
метилизотиомочевину (S-MT, 3 мг/кг массы тела за 30 мин. до начала процедуры) 
«адаптация+ в/б S-MT» (n=8); 6-ая – группа животных перенесших 6-ти часовой 
иммобилизационный стресс на фоне предварительной адаптации с внутрибрюшинным 
введением S-MT - «адаптация+стресс в/б S-MT» (n=8). 
Так внутрибрюшинное введение S-MT контрольным животным и крысам в течение 
адаптации не приводило к изменению тонуса коронарных сосудов и сократительной 
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функции миокарда (табл. 4.19, 4.20). В группе животных «адаптация+стресс в/б S-MT» 
наблюдалось снижение тонуса коронарных сосудов при ОСКП от 10 до 15 мл/мин. на 15 и 
25% соответственно (р<0,05, по сравнению с контролем, табл. 4.19). Снижение 
сопротивления сосудов сердца в группе животных, перенесших стресс, на фоне 
предварительной адаптации и внутрибрюшинного введения S-MT, сопровождалось 
снижением как развиваемого внутрижелудочкового давления при коронарном 
перфузионном давлении 10 мл/мин. на 28%, 15 мл/мин. на 41% (р<0,05, по сравнению с 
контрольной группой животных, табл. 4.20), так и снижением первой производной при 
коронарном перфузионном давлении 10-15 мл/мин. (+dP/dt в среднем на 17 и 23% 
соответственно, -dP/dt на 23 и 25% соответственно, р<0,05, по сравнению с контролем, 
табл. 4.21). Что свидетельствовало о снижении тонуса коронарных сосудов и 
сократительной функции миокарда у животных в группе «адаптация+стресс в/б S-MT».  
Артериальное давление (АД) у крыс определяли неинвазивным методом с 
использованием системы NIBP (non-invasive blood pressure) фирмы Panlab. Крыс 
помещали в прозрачный пенал и закрепляли в автоматическом нагревателе (t = 29°С), 
подсоединяли датчик-манжету к хвосту, который располагался в проекции хвостовой 
артерии. После 20 минут проводили измерения. Для получения достоверных результатов 
животных предварительно адаптировали к нахождению в пеналах в течение 2-х недель по 
15-20 минут ежедневно. Затем измеряли частоту сердечных сокращений, систолическое и 
диастолическое, а также среднее артериальное давление (ЧСС, САД, ДАД и СрАД, 
соответственно). 
В группах «адаптация» и «адаптация+стресс» системное артериальное давление не 
отличалось от контрольных показателей. Внутрибрюшинное введение S-MT в течение 
всего периода адаптации способствовало повышению среднего артериального давления 
(САД) на 11% (р<0,05, по сравнению с контролем, табл. 4.22). В группе животных 
«адаптация+стресс+в/б S-MT» наблюдалось снижение САД на 13% (р<0,05, по сравнению 
с контролем), что было выражено в той же степени, что и при стрессе. 
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В группах «адаптация+в/б S-MT» и «адаптация+стресс+в/б S-MT» выявлено 
снижение концентрации NO2-/NO3- на фоне увеличения продуктов перекисного окисления 
липидов (ДК и МДА) и снижении антиоксидантной активности (СОД и КАТ) в миокарде 
опытных групп животных (табл. 4.23). 
Системная блокада iNOS в течение адаптации приводила к развитию в этих 
условиях системного воспаления низкой интенсивности. Этот факт подтверждается 2-х 
кратным увеличением концентрации С-реактивного белка и ИЛ-1β в сыворотке крови 
(табл. 4.23). 
При ИФА методе обнаружено снижение концентрации eNOS как в группе 
«адаптация+в/б S-MT» так и в группе «адаптация+стресс+в/б S-MT», при этом 
концентрация iNOS была выражена в большей степени, чем в контроле лишь в группе 
«адаптация+стресс+в/б S-MT» (табл. 4.23). 
При иммуногистохимическом исследовании установлено, что системная блокада 
iNOS при адаптации к стрессу приводила к лакализации eNOS лишь в кардиомиоцитах, от 
слабой (+), до умеренной (++) (рис. 4.19, А). Экспрессия же iNOS была слабой и 
обнаружена в только кардиомиоцитах (рис. 4.19, Б).  
(А)       (Б) 
Рисунок 4.19. Экспрессия еNOS (А) и iNOS (Б) в образцах миокарда крыс группы «адаптация+в/б 
S-MT». Окраска Anti-iNOS и Anti-еNOS antibody. Увеличение 100 
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Гипотония коронарных сосудов, наблюдаемая в группе «адаптация+стресс+в/б S-
MT», вероятно, обусловлена активными формами кислорода, что косвенно 
подтверждается увеличением ДК и МДА в наших исследованиях, а также снижением 
антиоксидантной защиты (СОД и КАТ) клеток. Исследования на кровеносных сосудах in 
situ и in vitro показывают, что активные формы кислорода (АФК) могут вызывать как 
вазодилатацию, так и вазоконстрикцию. АФК могут модулировать тонус 
гладкомышечных клеток сосудов, воздействуя непосредственно на клетки гладкой 
мускулатуры, а также косвенно, посредством изменения биологической активности 
вазоактивных медиаторов. Отдельные кислородные радикалы могут иметь разные (иногда 
противоположные) сосудистые эффекты. Супероксид анион инактивирует эндотелий 
релаксирующий фактор и адренергический нейротрансмиттер норэпинефрин. Перекись 
водорода и гидроксильный радикал вызывают вазодилатацию, действуя непосредственно 
на гладкие мышцы сосудов, а также стимулируя синтез и высвобождение релаксирующего 
фактора. При острой артериальной гипертензии или экспериментальной черепно-мозговой 
травме АФК являются важными медиаторами повреждения сосудов. Активация 
нейтрофилами активных форм кислорода может быть причиной вазодилатации и 
повышенной проницаемости капиллярной мембраны во время острого воспалительного 
процесса [47]. 
Выявленные факты снижения развиваемого внутрижелудочкового давления и 
уменьшения скорости сокращения и расслабления миокарда изолированных сердец крыс 
группы «адаптация+стресс+в/б S-MT» свидетельствуют о достаточно стойких последствиях 
системной блокады iNOS. Снижение показателей dLVPdt max и dLVPdt min, 
характеризующих скорость сокращения и расслабления миокарда левого желудочка, 
соответственно, в изолированных сердцах крыс, при адаптации животных перенесших 
стресс на фоне системной блокады iNOS указывает на наличие признаков как 
систолической, так и диастолической дисфункции миокарда. Диастолическая дисфункция 
миокарда опасна, так как потенциально способна привести к развитию диастолической 
сердечной недостаточности (т.н. сердечной недостаточности с сохраненной фракцией 
выброса), нарушению кровоснабжения субэндокардиальных слоев миокарда и 
прогрессированию ремоделирования миокарда [30]. Доказано, что даже при отсутствии 
признаков сердечной недостаточности диастолическая дисфункция ассоциируется с 
увеличением смертности [37]. 
Развитие диастолической дисфункции миокарда левого желудочка может быть 
обусловлено двумя взаимосвязанными причинами: во-первых, увеличением жесткости 
миокарда левого желудочка, и, во-вторых, нарушением обратного захвата ионов кальция 
саркоплазматическим ретикулумом кардиомиоцитов. Повышение жесткости миокарда 
левого желудочка обусловлено активацией фибробластов в условиях окислительного 
стресса, а также дисбалансом цитокинов и факторов роста. Одной из причин как 
систолической, так и диастолической дисфункции миокарда левого желудочка может быть 
нарушение гомеостаза ионов кальция в кардиомиоцитах вследствие количественных и/или 
качественных изменений кальциевых каналов кардиомиоцитов [53].  
Наши исследования продемонстрировали, что адаптация к стрессу сопровождается 
увеличением активности и экспрессии генов eNOS и iNOS. Полученные данные 
согласуются с результатами других исследователей, которые на изолированных 
эндотелиоцитах аорты крыс продемонстрировали увеличение экспрессия мРНК iNOS и 
eNOS при хронических упражнениях [16]. Кроме того, нами показано, что адаптация к 
стрессу сопровождается увеличением концентрации NO2-/NO3- в миокарде, увеличением 
антиоксидантной активности и отсутствием воспаления низкой интенсивности в 
сосудистой стенке. Этот факт навел нас на мысль о том, что некоторая часть NO, 
продуцируемого как эндотелиальной (eNOS), так и индуцибельной NO-синтазами, по-
видимому, связывается с супероксид-радикалом, тем самым ограничивая активность 
свободнорадикального окисления. Подобное явление получило название уменьшение 
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биодоступности NO, и при адаптации короткими стрессорными воздействиями оно 
продемонстрировано впервые. Таким образом, образование индуцибельной NO-синтазы 
необходимо для того, чтобы поддержать на должном уровне продукцию вазоактивного NO, 
обеспечить который единственная эндотелиальная NO-синтаза при адаптации к стрессу уже 
не способна. 
Системная блокада iNOS, в течение адаптации к стрессу, приводила к снижению 
концентрации NO2-/NO3- и активности eNOS, а также усиленному образованию продуктов 
перекисного окисления липидов (ДК и МДА), на фоне снижения антиоксидантной 
активности (СОД, КАТ), и развитию в этих условиях воспаления низкой интенсивности в 
сосудистой стенке. Отсутствие iNOS в процессе адаптации к стрессу приводит к срыву 
адаптационных механизмов (схема 4.2), что еще раз подтверждает наше предположение об 
использовании монооксида азота в клетке в качестве молекулы-ловушки 
супероксидрадикала.  
Схема 4.2. Механизм, приводящий к срыву адаптационных механизмов 
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ГЛАВА 5  
NO-ЗАВИСИМЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ 
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ КАТФ- И ВКСа-КАНАЛОВ 
КОРОНАРНЫХ СОСУДОВ 
При воздействии стрессоров на организм изменения развиваются на всех уровнях 
интеграции, включая и клеточный. Характерными проявлениями такого «Cell Denger Response» 
являются: изменение функции митохондрий, экспрессия белков теплового шока, стресс 
эндоплазматического ретикулума, развитие воспаления, ответ клетки на развивающийся в ней 
окислительный стресс, сдвиг анаболических процессов к синтезу мономеров, повышение 
жесткости клеточной мембраны, изменение эпигенетических механизмов регуляции генома, 
высвобождение мобильных генетических элементов, а также информирование об «опасности» 
клеток, находящихся на удалении от повреждаемых клеток. Изменения на клеточном уровне 
при стрессе вызывают изменения во всех органах и системах, в том числе в сердце и сосудах 
[27]. 
Одним из механизмов нарушения тонуса сосудов сердца при стрессе является 
дисфункция эндотелиоцитов, характеризующаяся гиперпродукцией монооксида азота 
(NO), активных форм кислорода (АФК), в частности супероксид-анионов, и других 
вазоактивных веществ [37]. При воздействии многочисленных вазоактивных 
эндотелиальных факторов релаксации важное значение имеет гиперполяризация, 
развивающаяся в результате активации калиевых каналов, находящихся в мембране 
гладкомышечных клеток. АТФ-чувствительные калиевые каналы и кальций-
активируемые калиевые каналы (КСа-каналы) принимают участие в регуляции 
сосудистого тонуса [11, 28, 32].  
Снижение функциональной активности калиевых каналов является одной из 
причин сосудистых «катастроф» при стрессе и сахарном диабете [22, 33], а ее увеличение 
при геморрагическом шоке сопровождается развитием гипореактивности сосудов [23].  
Активность калиевых каналов может изменяться под влиянием эндогенных 
сосудорасширяющих веществ, таких как продукты Р450 монооксигеназного пути, 
пероксид водорода, простациклин, NO [19]. Важнейшим из таких регуляторных факторов 
является NO, который может активировать калиевые каналы через G-белок зависимое 
фосфорилирование канала или путем активации растворимой гуанилатциклазы с 
последующим увеличением производства цГМФ [29]. В сосудистых ГМК цГМФ-
зависимая активация этих каналов сопровождается фосфорилированием либо Slo1 или b1-
регуляторных субъединиц. цГМФ-независимый механизм активации BKCa-каналов может 
включать в себя связывание NO с тиолами (расположенные в субъединицах каналы), для 
создания дисульфидных мостиков с другими восстановленными тиолами [14]. 
Состояния, связанные с эндотелиальной дисфункцией, сопровождаются снижением 
биодоступности NO и, как следствие, нарушением тонуса сосудов сердца. 
Потенциальными кандидатами на участие в формировании ответа гладкомышечных 
клеток стенки коронарных сосудов при различных воздействиях являются КАТФ-каналы и 
ВКСа-каналы. Поскольку калиевые каналы принимают участие в эндотелий-зависимых 
реакциях, то активация этих каналов в эндотелиальных и / или ГМК может предотвратить 
возникновение дисфункции эндотелия. Поэтому, изучение функциональной активности 
этих каналов, представляет несомненный интерес для практической медицины и имеет 
важное значение в выработке целенаправленной терапевтической стратегии при 
заболеваниях сердечно-сосудистой системы. 
Для повышения устойчивости организма к стрессу используются два основных 
подхода: фармакологический и нефармакологический. Использование фармакологических 
методов кардиопротекции часто сопровождается побочными эффектами. Формирование 
адаптации к повторным стрессовым воздействиям приводит к повышению устойчивости 
организма к стрессу без выраженных побочных эффектов. В связи с этим изучение 
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механизмов кардиопротекции при адаптации к коротким стрессорным воздействиям 
представляет особую актуальность.  
Так, например, защитный эффект гипоксического прекондиционирования 
сохраняется только 3-4 дня [12, 24], тогда как кардиопротекторный эффект, 
обусловленный адаптацией к периодической гипоксии, наблюдается более 35 дней. Это 
указывает на наличие существенных различий в механизмах ишемического 
прекондиционирования и адаптации к гипоксии, возможно, связанных с адаптивной 
активацией синтеза протекторных белков при долговременной адаптации.  
Поэтому изучение возможностей и механизмов долговременной адаптации 
представляет наибольший интерес. 
Хорошо изучена роль эндотелиальной NO-синтазы при адаптации к стрессу. 
Многочисленные исследования механизмов защиты сердца при длительном и 
интенсивном адренергическом стрессе, позволили выявить некоторые внутриклеточные 
процессы, которые лежат в основе резистентности клеток к этому состоянию. Основными 
из них являются ограничение стрессорной активации перекисного окисления липидов 
мембран [7] и гиперпродукции NO, а также усиление его депонирования в эндотелии и 
гладкомышечных клетках кровеносных сосудов [2], увеличение образования белков 
теплового шока [5, 30], сохранение функции ионных насосов и энергообразования в 
митохондриях [7]. Итогом срабатывания вышеуказанных внутриклеточных механизмов 
адаптации является предупреждение перегрузки кардиомиоцитов ионами кальция и, как 
следствие, развития кальциевых некрозов миокарда, а также избыточной продукции 
эндотелием коронарных сосудов NO, вносящего существенный вклад в возникновение 
постстрессовой гипотонии коронарных и других сосудов [3]. 
Подчеркивается важная роль и КАТФ-каналов в формировании полноценного 
адаптивного ответа сердца при остром адренергическом стрессе. Так, физическая 
тренировка животных, в кардиомиоцитах которых отсутствовали КАТФ-каналы, не 
сопровождалась развитием адаптации, а приводила к появлению некрозов миокарда, 
аритмий и внезапной смерти животного. Это позволило предположить, что данные 
ионные каналы играют важную роль в формировании устойчивости клеток сердца к 
стрессу [18]. 
Вопрос о взаимосвязи двух локальных систем регуляции тонуса сосудов и 
сократительной функции сердца – iNOS и ионных каналов в механизмах кардио- и 
вазопротекции остается мало изученным. 
Величины объемной скорости коронарного потока (коронарный поток), индекс 
ауторегуляции, максимальный гиперемический коронарный поток, коронарный 
расширительный резерв, а также сократительную активность миокарда и интенсивность 
перфузии определяли на сердцах крыс, изолированных по методу Лангендорфа (в 
условиях постоянного давления).  
Сердце перфузировалось раствором Кребса- Хензелайта следующего состава 
(мМ/л): KCl - 4.8, MgSO4 1.18, NaCl - 118, CaCl2 - 2.5, KH2PO4 -1.2, NaHCO3 - 25.0, 
глюкоза - 5,5, pH - 7.3-7.4, насыщенным карбогеном (95% О2 и 5% СО2) при температуре + 
370С. После того как сердце изолировали, его помещали в установку для изолированного 
сердца IH-SR тип 844/1 (HSE-HA, ФРГ). Установка оборудована проточным флуометром 
(1RB-проточный, для флуометра TTFM тип 700, HSE) и датчиками для измерения 
аортального и внутрижелудочкового давлений (Isotec pressure transducer). Все измеряемые 
параметры обрабатывались при помощи программного обеспечения ACAD (HSE, ФРГ). 
В течение всего эксперимента изолированное сердце находилось в 
термостатируемой камере. Первые 10 минут, необходимые для стабилизации сердца от 
аноксии, удаления крови, стабилизации ионов между раствором Кребса- Хензелайта и 
внеклеточной жидкостью в аортальную канюлю перфузат подавали под давлением 40 мм 
рт.ст. Состав перфузата на протяжении всего опыта оставался постоянным вследствие 
того, что жидкость не рецеркулировала. Температуру поддерживали на постоянном 
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уровне в течение всего эксперимента при помощи ультратермостата LAUDA HSE (ФРГ). 
Тонус сосудов и развиваемое внутрижелудочковое давление изучали на разных уровнях 
перфузионного давления 40, 60, 80, 100 и 120 мм рт.ст. При помощи шпиндельного 
шприца осуществляли быстрое повышение давления, показатели которого отражались на 
манометре. 
Способность сосудов отвечать сужением на их растяжение внутрикоронарным 
давлением по мере увеличения перфузионного давления, оценивали по индексу 
ауторегуляции, предложенному Е.Б.Новиковой (1972) [8]: 
ИА = 
1
21
Q
QQ


; 
где ΔQ1 – изменение исходного коронарного потока в момент подъема 
перфузионного давления, ΔQ2 – разность между величиной исходного потока и потока, 
установившегося в процессе ауторегуляторной реакции при новом уровне давления. 
Коронарный расширительный резерв определяли при перфузионном давлении 80 и 120 
мм рт.ст. как отношение между величиной коронарного потока, найденного после 60-ти 
секундного прекращения перфузии (максимальный гиперемический коронарный поток) и 
исходным потоком. 
Каждый эксперимент состоял из двух этапов. На первом этапе сердце 
перфузировали раствором Кребса-Хензелайта. На втором этапе перфузировали таким же 
раствором, но с добавлением ингибитора ВКСа-каналов тетраэтиламмония (1 мМ). Вклад 
ВКСа-каналов в регуляцию тонуса сосудов сердца, определяли по величине 
вазоконстрикторного эффекта тетраэтиламмония, выраженного в процентах от исходного 
кровотока. 
 
5.1. Влияние блокады NO-синтазы L-NAME на коронарный кровоток и 
сократительную функцию миокарда у крыс, перенесших иммобилизационный 
стресс, экспериментальный сахарный диабет и их сочетание 
Введение L-NAME в коронарное русло стрессированных животных частично 
устраняло характерное для стресса увеличение объемной скорости коронарного потока 
(рис. 5.1). Коронарный расширительный резерв не изменялся. Индекс ауторегуляции при 
перфузионном давлении 60 и 100 мм рт. ст. также был ниже контрольных показателей. 
Максимальный гиперемический коронарный поток не отличался от изолированных сердец 
с интактной системой синтеза монооксида азота, но был выше МГКП сердец 
обработанных блокатором конституциональной NO-синтазы (табл. 5.1). Развиваемое 
внутрижелудочковое давление оставалось сниженным по сравнению с контролем на 13-
17% при перфузионном давлении 60 и 80 мм рт.ст. соответственно (р<0,05, табл. 5.1). 
Несмотря на то, что блокада синтеза монооксида азота L-NAME ограничила характерное 
для стресса увеличение объемной скорости коронарного потока, все же она оставалась 
достоверно более высокой по сравнению с контрольной группой крыс, чьи сердца были 
обработаны L-NAME (рис. 5.1). 
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Рисунок 5.1. Влияние стресса на изменение объемной скорости коронарного потока при разных 
уровнях перфузионного давления (коронарная ауторегуляция) в условиях блокады синтеза 
конституциональной NO-синтазы. Примечание: по оси абсцисс – перфузионное давление в мм 
рт.ст., по оси ординат – объемная скорость коронарного потока в мл/мин. *- р<0,05 по сравнению 
с группой стресс 
Интракоронарное введение блокатора NO-синтазы L-NAME в изолированные 
сердца крыс с экспериментальным сахарным диабетом снижало объемную скорость 
коронарного потока при перфузионном давлении 120 мм рт.ст. на 14% (р<0,05, по 
сравнению с группой животных с интактной системой монооксида азота, рис. 5.2), в то 
время как введение в перфузионный раствор L-NAME контрольной группы животных 
снижало ОСКП с 80 до 120 мм рт. ст. и составило 22, 20 и 28% соответственно (р<0,05). 
Таким образом, блокада синтеза монооксида азота, так же как и при стрессе, существенно 
ограничила, но полностью не предупредила характерное и для сахарного диабета 
увеличение объемной скорости коронарного потока. 
*
*
*
*
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* *
* * * 
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Рисунок 5.2. Влияние гипергликемии на изменение объемной скорости коронарного потока при 
разных уровнях перфузионного давления (коронарная ауторегуляция) в условиях блокады синтеза 
конституциональной NO-синтазы. Примечание: по оси абсцисс – перфузионное давление в мм 
рт.ст., по оси ординат – объемная скорость коронарного потока в мл/мин. *- р<0,05 по сравнению 
с группой контроль 
Под влиянием блокатора синтеза монооксида азота индекс ауторегуляции не 
отличался от контрольных показателей с интактной системой синтеза NO, но был выше на 
47%, по сравнению с группой животных с повышенным содержанием глюкозы в крови в 
условиях интактной системы монооксида азота при перфузионном давлении 60 и 80 мм 
рт.ст. (р<0,05, табл. 5.1). Максимальный гиперемический коронарный поток снижался при 
перфузионном давлении 80 и 120 мм рт.ст. на 25 и 18% соответственно (табл. 5.1). 
Однако, это снижение оставалось ниже, чем в контрольной группе животных, чьи сердца 
были обработаны L-NAME (табл. 5.1).  
Коронарный расширительный резерв увеличивался на 14%, по сравнению с 
группой «сахарный диабет» с интактной системой синтеза NO и результаты стали 
сопоставимы с данными, полученными при действии L-NAME на контрольные сердца 
(табл. 5.1). Развиваемое внутрижелудочковое давление снижалось при всех уровнях 
перфузионного давления в среднем на 35%, а интенсивность перфузии снизилась при 
перфузионном давлении 80-120 мм рт. ст. на 48-30% и не отличалась от контрольной 
группы животных с сохраненной NO-синтазой (табл. 5.1).  
Введение в коронарное русло изолированных сердец крыс перенесших стресс на 
фоне сахарного диабета L-NAME, снижало объемную скорость коронарного потока при 
перфузионном давлении 100 и 120 мм рт. ст. на 12 и 18% соответственно, что было 
выражено в той же степени что и в группе животных с сахарным диабетом (рис. 5.2). Под 
влиянием блокатора монооксида азота, в группе животных «сахарный диабет+стресс», 
индекс ауторегуляции возвращался к контрольным показателям с сохраненной системой 
синтеза монооксида азота, однако, по сравнению с группой животных перенесших стресс 
на фоне сахарного диабета с интактной системой синтеза NO, индекс ауторегуляции стал 
выше в среднем на 43% при перфузионном давлении от 60 до 100 мм рт. ст. (р<0,05, табл. 
5.1). Максимальный гиперемический поток, определяемый при перфузионном давлении 
80 и 120 мм рт. ст. под воздействием L-NAME снижался на 28 и 15% соответственно 
(р<0,05, по сравнению с контролем, табл. 5.1). Эти показатели оставались более низкими, 
* * 
* 
* 
* 
* * 
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чем в контрольных сердцах, обработанных блокатором синтеза монооксида азота (для 
сравнения в группе «L-NAME» снижение составило 36 и 32%).  
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Рисунок 5.2. Влияние сочетанного воздействия гипергликемии и стресса на изменение объемной 
скорости коронарного потока при разных уровнях перфузионного давления (коронарная 
ауторегуляция) в условиях блокады синтеза конституциональной NO-синтазы. Примечание: по 
оси абсцисс – перфузионное давление в мм рт.ст., по оси ординат – объемная скорость 
коронарного потока в мл/мин. *- р<0,05 по сравнению с группой L-NAME 
Следовательно, в группе животных «сахарный диабет+стресс», блокада NO лишь 
частично ограничила изменения в отношении ОСКП и МГКП. Коронарный 
расширительный резерв увеличился только при перфузионном давлении 120 мм рт.ст. на 
37%, по сравнению с такой же группой в условиях интактного синтеза NO, и не отличался 
от контрольных сердец обработанных L-NAME. Под воздействием блокатора синтеза 
монооксида азота развиваемое внутрижелудочковое давление снижалось при всех уровнях 
перфузионного давления в среднем на 27%, а интенсивность перфузии при этом 
оставалась более высокой, чем в контрольных сердцах, как с интактной, так и 
блокированной системой синтеза монооксида азота (табл. 5.1). Этот факт указывает на то, 
что сочетанное воздействие гипергликемии и стресса, приводит к еще более выраженному 
повреждению тонуса коронарных сосудов, которое лишь частично ограничивается 
блокатором L-NAME. 
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5.2. Влияние блокады индуцибельной NO-синтазы S-метилизотиомочевиной на 
коронарный кровоток и сократительную функцию миокарда у крыс, перенесших 
иммобилизационный стресс, на фоне экспериментального сахарного диабета 
Введение в перфузионный раствор S-метилизотиомочевины (S-MT), селективного 
блокатора индуцированной NO-синтазы, не оказывало влияния на объемную скорость 
коронарного потока и сократительную функцию миокарда в контрольной группе 
животных. Интракоронарное введение S-MT в группе животных, перенесших стресс, 
приводило к снижению ОСКП при всех уровнях префузионного давления в среднем на 
24% и не отличалось от контрольных показателей. К увеличению тонуса коронарных 
сосудов (то есть к увеличению индекса ауторегуляции в среднем на 80%, по сравнению с 
группой стресс до введения блокатора, табл. 5.1). Максимальный гиперемический поток 
под влиянием S-MT снижался при перфузионном давлении 80 мм рт. ст. на 18% (р<0,05, 
по сравнению с контролем, табл. 5.1) и не отличался от показателей контрольной группы 
крыс с блокированной индуцибельной NO-синтазой. Коронарный расширительный 
резерв, развиваемое внутрижелудочковое давление и интенсивность перфузии были 
выражены в той же степени, что и в контроле (табл. 5.1). Таким образом, образующаяся 
при стрессе индуцибельная NO-синтаза, эффективно блокируется селективным 
блокатором S-метилизотиомочевиной.  
В группе животных «сахарнй диабет» селективная блокада индуцибельной NO-
синтазы предупреждала характерное для сахарногодиабета увеличение объемной 
скорости коронарного потока, возвращая ее к контрольным показателям (рис. 5.3). При 
этом наблюдалось увеличение индекса ауторегуляции в среднем на 40% по сравнению с 
группой «сахарный диабет» в условиях интактной системой синтеза NO (табл. 5.2). 
Максимальный гиперемический поток под влиянием S – метилизотиомочевины снижался 
при перфузионном давлении 80 и 120 мм рт.ст. на 31 и 18% соответственно (р<0,05, по 
сравнению с контролем, табл. 5.2), но не отличался от показателей контрольной группы 
крыс с блокированной индуцибельной NO-синтазой .Коронарный расширительный 
резерв, развиваемое внутрижелудочковое давление и интенсивность перфузии при 
интракоронарном введении S-метилизотиомочевины не отличались от контроля (табл. 
5.2). 
В группе животных «сахарный диабет+стресс» селективная блокада 
индуцибельной NO-синтазы предупреждала характерное для сахарного диабета 
увеличение объемной скорости коронарного потока, возвращая ее к контрольным 
показателям. Максимальный гиперемический поток под влиянием S – 
метилизотиомочевины снижался при перфузионном давлении 80 мм рт.ст. на 16% (р<0,05, 
по сравнению с контролем), но не отличался от показателей контрольной группы крыс с 
блокированной индуцированной NO-синтазой. Развиваемое внутрижелудочковое 
давление и интенсивность перфузии при интракоронарном введении S-
метилизотиомочевины не отличались от контроля (табл. 5.2). 
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Рисунок 5.3. Влияние сочетанного воздействия сахарного диабета и стресса на изменение 
объемной скорости коронарного потока при разных уровнях перфузионного давления (коронарная 
ауторегуляция) в условиях блокады синтеза индуцибельной NO-синтазы. Примечание: по оси 
абсцисс – перфузионное давление в мм рт.ст., по оси ординат – объемная скорость коронарного 
потока в мл/мин. *- р<0,05 по сравнению с группой S-метилтиомочевина 
Следовательно, при сахарном диабете, также как и при стрессе и их сочетании 
образуется индуцибельная NO-синтаза, что сопровождается нарушением показателей 
ауторегуляции и сократительной функции миокарда, которые эффективно устраняются S-
метилизотиомочевиной.  
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5.3. Влияние интракоронарного введения блокатора NO-синтазы (L-NAME) и ВКСа-
каналов на коронарный кровоток и сократительную функцию миокарда у крыс, 
перенесших стресс на фоне сахарного диабета 
Введение в перфузионный раствор тетраэтиламмония в условиях блокады 
синтеза NO в изолированных сердцах крыс, перенесших 6-ти часовой 
иммобилизационный стресс, снижало объемную скорость коронарного потока при 
перфузионном давлении от 80 до 120 мм рт.ст. в среднем на 16, 20, 21%, (что было 
выражено в меньшей степени, чем в контрольной группе животных, как на фоне блокады, 
так и с интактной системой синтеза NO) (рис. 5.4, Б). При этом индекс ауторегуляции не 
изменялся (табл. 5.3). После блокады тетраэтиламмонием ВКСа-каналов и блокады синтеза 
монооксида азота, максимальный гиперемический коронарный поток, определяемый при 
перфузионном давлении 80 и 120 мм рт.ст., снизился на 15 и 10% соответственно (для 
сравнения в контрольной группе на фоне блокады монооксида азота - в среднем на 26%, 
рис. 5.4, Б).  
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Рисунок 5.4. Влияние тетраэтиламмония и блокатора синтеза монооксида азота L-NAME на 
изменения максимального гиперемического потока в группах животных: (А) гипергликемия, (Б) 
стресс, (В) сочетанное влияние гипергликемии и стресса. Примечание: по оси абсцисс – 
перфузионное давление в мм рт.ст., по оси ординат – % изменения. * - р<0,05 по сравнению с 
группой «L-NAME» 
*
*
А Б
В
* 
*
139 
В изолированных сердцах крыс, перфузируемых раствором Кребса-Хензелайта, 
содержащим блокатор синтеза монооксида азота (L-NAME) интракоронарное введение 
тетраэтиламмония в группе животных с сахарным диабетом, снижало объемную скорость 
коронарного потока при всех уровнях перфузионного давления в среднем на 28% (для 
сравнения, в условиях блокады системы синтеза монооксида азота, в среднем на 32%). 
При этом увеличивался индекс ауторегуляции при перфузионном давлении 40-60, 60-80, 
80-100 мм рт.ст. на 32, 46 и 28% соответственно (табл. 5.3). Под влиянием ТЭА и L-NAME 
максимальный гиперемический коронарный поток, определяемый при перфузионном 
давлении 80 и 120 мм рт.ст., снизился на 24 и 31% соответственно (в контроле, в условиях 
блокады синтеза NO и ВКСа-каналов, в среднем на 26%). Коронарный расширительный 
резерв достоверно не изменялся (табл. 5.3). Под влиянием тетраэтиламмония развиваемое 
внутрижелудочковое давление также, как и в условиях интактного синтеза NO не 
изменялось. Интенсивность перфузии при этом достоверно не изменялась (табл. 5.3). 
Следовательно, блокада монооксида азота L-NAME существенно ограничивает 
нарушения функциональной активности ВКСа-каналов гладкомышечных клеток 
коронарных сосудов в группе животных «сахарный диабет».  
При сочетании сахарного диабета и стресса интракоронарное введение L-NAME и 
ТЭА снижало ОСКП при всех уровнях перфузионного давления в среднем на 21% (р<0,05, 
для сравнения, в контрольных сердцах, обработанных L-NAME, снижение составило 
32%). Индекс ауторегуляции увеличился при перфузионном давлении от 80 до 100 мм 
рт.ст. в среднем на 29%, что было выражено в меньшей степени, чем в контрольной 
группе животных, чьи сердца обрабатывали L-NAME (табл. 5.3). Максимальный 
гиперемический поток снижался на 21 и 25% и не отличался от сердец, обработанных L-
NAME. Коронарный расширительный резерв, развиваемое внутрижелудочковое давление 
и интенсивность перфузии не изменялись. Следовательно, блокада синтеза монооксида 
азота ограничивает нарушения функциональной активности гладкомышечных клеток 
венечных сосудов при сочетанном воздействии сахарного диабета и стресса. Этот факт 
дает основание полагать, что стресс усугубляет негативные последствия гипергликемии. 
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5.4. Влияние интракоронарного введения блокатора индуцибельной NO-синтазы S-
метилизотиомочевины и ВКСа-каналов тетраэтиламмония на коронарный кровоток 
и сократительную функцию миокарда у крыс, перенесших стресс на фоне 
экспериментального сахарного диабета 
В группе животных «сахарный диабет» добавление в пефузионный раствор 
блокатора индуцибельной NO-синтазы S-метилизотиомочевины (S-MT) и 
тетраэтиламмония (ТЭА) снижало ОСКП при перфузионном давлении от 60 до 120 мм 
рт.ст. в среднем на 21%, что было выражено в той же степени, что и в контрольной группе 
крыс с блокированной индуцибельной NO-синтазой и достоверно не отличалось от 
группы животных с интактной системой синтеза монооксида азота. Индекс ауторегуляции 
увеличивался при перфузионном давлении от 60 до 100 мм рт.ст. в среднем на 24% (табл. 
5.4). В отношении максимального гиперемического потока коронароконстрикторный 
эффект ТЭА и S-MT составил 19 и 22%, что было выражено в той же степени, что и в 
группе интактных животных (для сравнения в контроле на 18-19%, табл. 5.4). 
Коронароконстрикторный эффект, развиваемое внутрижелудочковое давление, и 
интенсивность перфузии не изменялись (табл. 5.4).  
Интракоронарное введение в перфузионный раствор ТЭА и S-MT в группе 
животных, перенесших стресс, сопровождалось снижением ОСКП в области 
ауторегуляции (60-120 мм рт.ст.) в среднем на 26%, то есть в той же степени, что и в 
контроле. Наблюдалось увеличение индекса ауторегуляции при перфузионном давлении 
80-100 мм рт.ст. на 28%. Максимальный гиперемический поток под воздействием 
блокаторов возвращался к контрольным показателям, снижение составило 16-18% (табл. 
5.4). Коронароконстрикторный эффект, развиваемое внутрижелудочковое давление, и 
интенсивность перфузии не изменялись (табл. 5.4).  
В группе животных, перенесших стресс на фоне предварительного сахарного 
диабета, сочетанная блокада индуцибельной NO-синтазы и ВКСа-каналов приводила к 
снижению ОСКП при всех уровнях перфузионного давления в среднем на 27%, при этом 
индекс ауторегуляции увеличивался при перфузионном давлении 40-60 мм рт.ст. на 71%. 
МГКП снижался при перфузионном давлении 80 и 120 мм рт.ст. на 26 и 25% 
соответственно. Коронарный расширительный резерв, сократительная функция миокарда 
и интенсивность перфузии не изменялись (табл. 5.4). 
Так как о функциональной активности ВКСа-каналов судили по 
вазоконстрикторному эффекту тетраэтиламмония, можно заключить, что блокада 
индуцибельной NO-синтазы полностью предупредила нарушения функциональной 
активности кальцийактивируемых калиевых каналов гладкомышечных клеток 
коронарных сосудов после перенесенного стресса, сахарного диабета и их сочетания. 
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5.5. Вклад конституциональной и индуцибельной NO-синтаз в развитие нарушения 
функциональной активности кальцийактивируемых калиевых каналов 
гладкомышечных клеток коронарных сосудов при стрессе, сахарном диабете и их 
сочетании  
В контрольной группе животных на фоне блокады индуцированной и 
конституциональной NO-синтазы наблюдалось снижение ОСКП при всех уровнях 
перфузионного давления в среднем на 23% (р<0,05 по сравнению с контролем), индекс 
ауторегуляции увеличивался на 28%. Максимальный гиперемический поток, 
определяемый при перфузионном давлении 80 и 120 мм рт.ст., снижался на 36 и 33% 
соответственно. Развиваемое внутрижелудочковое давление, коронарный 
расширительный резерв и интенсивность перфузии не изменялись (табл. 5.5). 
Добавление в перфузионный раствор блокатор кальцийактивируемых калиевых 
каналов тетраэтиламмония сопровождалось еще в большей степени снижением ОСКП, 
которое составило в среднем 32% (в контроле, в условиях интактной системы синтеза 
монооксида азота на 26%, в группе «L-NAME» - 32%, в группе «S-MT» - 21%), при этом 
индекс ауторегуляции увеличивался на 30%. МГКП при этих же условиях снизился на 20 
и 25% (для сравнения, в контроле на 23-27 %, в группе «L-NAME» на 27%, а в группе «S-
MT» на 22%). 
Развиваемое внутрижелудочковое давление коронарный расширительный резерв 
и интенсивность перфузии под влиянием тетраэтиламмония не изменялись (табл. 5.5). 
Таким образом, показатели коронарной ауторегуляции и сократительной функции 
миокарда были выражены в той же степени, что и под влиянием одного блокатора L-
NAME. 
Тот факт, что S-MT вызывает коронароконстрикторный эффект выраженный в 
меньшей степени чем введение в перфузионный раствор L-NAME, а эффект от их 
сочетания выражен в той же степени, что и при блокаде только конституциональной NO-
синтазы, подтверждает сделанное нами ранее предположение о том, что эндотелиальный 
монооксид азота подавляет активность ВКСа-каналов и модулирует функциональную 
активности данных каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов, находясь с 
ними в реципрокной зависимости. 
В группе животных с гипергликемией после блокады, индуцированной и 
конституциональной NO-синтазы наблюдалось снижение ОСКП при всех уровнях 
префузионного давления в среднем на 28%, при этом индекс ауторегуляции увеличивался 
при перфузионном давлении от 80 до 120 мм рт. ст. на 20%. МГКП, определяемый при 
перфузионном давлении 80 и 120 мм рт.ст. снижался по сравнению с контролем на 40 и 
33% соответственно. Развиваемое внутрижелудочковое давление, коронарный 
расширительный резерв и интенсивность перфузии были выражены в той же степени, что 
и в контроле с интактной системой синтеза монооксида азота. Интракоронарное введение 
тетраэтиламмония в условиях совместной блокады конституциональной и 
индуцированной NO-синтазы приводило к закономерному снижению ОСКП в среднем на 
37% (в группе «гипергликемия+ L-NAME» снижение составило 30%, а в группе 
«гипергликемия+ S-MT» - 21%). МГКП снижался на 16 и 19% (табл. 5.5, для сравнения в 
контроле с интактной системой синтеза монооксида азота на 18 и 19%). Индекс 
ауторегуляции, развиваемое внутрижелудочковое давление, и интенсивность перфузии не 
изменялись (табл. 5.5). Коронарный расширительный резерв под влиянием ТЭА 
увеличивался, указывая на улучшение способности сосуда к растяжению. Таким образом, 
блокада конституциональной и индуцированной NO-синтазы как совместно, так и по 
раздельности предупреждает снижение функциональной активности 
кальцийактивируемых калиевых каналов, вызываемое гипергликемией. 
Совместное добавление в перфузионный раствор L-NAME и S-MT в группе 
животных, перенесших стресс, сопровождалось снижением ОСКП в среднем на 26% и 
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увеличением индекса ауторегуляции в среднем на 19%. МГКП не отличался от 
контрольных показателей интактных животных. Развиваемое внутрижелудочковое 
давление не изменялось, а коронарный расширительный резерв увеличивался по 
сравнению с действием L-NAME и S-MT каждого из блокаторов в отдельности. 
Интенсивность перфузии не изменялась и была сопоставимы с показателями контрольных 
интактных животных. Добавление в перфузионный раствор тетраэтиламмония 
сопровождалось коронароконстрикторной реакцией. Так вазоконстрикторный эффект в 
отношении ОСКП составил в среднем 25% (рис. 4.6, Б), МГКП – 20%. Под влиянием ТЭА 
индекс ауторегуляции, развиваемое внутрижелудочковое давление, коронарный 
расширительный резерв и интенсивность перфузии не изменялись. 
Сочетанное влияние гипергликемии и стресса, в присутствии в перфузионном 
растворе блокатора L-NAME и S-MT, характеризовалось снижением ОСКП в среднем на 
26%, то есть в той же степени, что и при стрессе, на фоне сочетанной блокады 
конституциональной и индуцированной NO-синтазы. Индекс ауторегуляции был выражен 
в той же степени, что и в контрольной группе животных с интактной системой синтеза 
монооксида азота. Максимальный гиперемический поток и развиваемое 
внутрижелудочковое давление были сопоставим с данными контрольной группы 
животных с интактной системой синтеза монооксида азота (табл. 5.5). Под влиянием 
блокаторов коронарный расширительный резерв увеличивался на 52% по сравнению с 
группой животных, перенесших стресс на фоне предварительной гипергликемии с 
интактной системой синтеза монооксида азота. Интенсивность перфузии была такой же, 
как и в контрольной группе животных с интактной системой синтеза монооксида азота. 
Сочетание в перфузионном растворе блокаторов синтеза монооксида азота (L-NAME и S-
MT) и ВКСа-каналов приводило к снижению объемной скорости коронарного потока при 
всех уровнях перфузионного давления в среднем на 26% (рис. 4.6, В), при этом индекс 
ауторегуляции увеличивался на 35%, а максимальный гиперемический коронарный поток 
при перфузионном давлении 80 и 120 мм рт.ст. на 20 и 22% соответственно. Развиваемое 
внутрижелудочковое давление, коронарный расширительный резерв и интенсивность 
перфузии под влиянием ТЭА не изменялись (табл. 5.5). 
Таким образом, совместная блокада конституциональной и индуцибельной NO-
синтазы полностью предупреждает снижение функциональной активности 
кальцийактивируемых калиевых каналов в равной степени, как и введение в 
перфузионный раствор S-MT, в отличие от L-NAME, который лишь частично 
ограничивает нарушение тонуса сосудов. Этот факт позволяет предположить, что NO, 
образующийся iNOS является одним из патогенетических механизмов подавления 
функциональной активности ВКСа-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов 
при сахарном диабете и его сочетании со стрессом. 
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Учитывая тот факт, что NO, образующийся iNOS является одним из ключевых 
патогенетических механизмов подавления функциональной активности ВКСа-каналов 
гладкомышечных клеток коронарных сосудов при экспериментальном сахарном диабете и 
его сочетании со стрессом, на следующем этапе изучали только влияние блокатора 
индуцибельной NO-синтазы S-метилизотиомочевины на функциональную активность 
КАТФ-каналов 
5.6. Роль iNOS в регуляции функциональной активности ВКСа- и КАТФ-калиевых 
каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов у крыс, при 
экспериментальном сахарном диабете 
Эксперименты выполнены на беспородных крысах-самках (n=156), 
распределенных по группам: (1) «контроль»; (2) «сахарный диабет» (модель 
экспериментального сахарного диабета описана выше).  
Каждая группа включала 3 подгруппы: 1 – добавление в перфузионный раствор 
блокатора ВКСа-каналов тетраэтиламмония (ТЭА) или глибенкламида (ГЛБ), блокатора 
КАТФ-каналов; 2 – содержание в перфузате блокатора iNOS S-метилизотиомочевины (S-
MT); 3 – совместное добавление в перфузионный раствор ТЭА/ГЛБ и S-MT. 
Тонус коронарных сосудов и сократительную функцию миокарда изучали на 
препаратах сердец крыс, изолированных по Лангендорфу в условиях постоянного 
давления (методика описана выше). Для изучения роли NO, продуцируемого iNOS, в 
механизмах регуляции тонуса коронарных сосудов в перфузионный раствор добавляли 
высокоселективный блокатор iNOS S-метилизотиомочевину (S-MT, 10-6М, Sigma, USA). 
Для изучения роли КАТФ-каналов и ВКСа-каналов в регуляции тонуса коронарных сосудов 
и сократительной функции миокарда в перфузионный раствор добавляли блокатор КАТФ-
каналов глибенкламид (ГЛБ, который растворяли в DMSO - Dimethyl sulfoxide) в 
концентрации 10 мкМ, или блокатор ВКСа-каналов тетраэтиламмоний (ТЭА) в 
концентрации 1 мМ. Вклад этих каналов в регуляцию тонуса сосудов сердца, определяли 
по величине вазоконстрикторного эффекта глибенкламида или тетраэтиламмония, 
соответственно, т.е. по величине прироста коронарного перфузионного давления, 
выраженного в % от исходного. 
Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью 
стандартного пакета статистических программ «STATISTICA 10.0» и «MS Excel». 
Величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме), интерквартильного интервала [25%;75%]. О достоверности различий 
между несвязанными выборками судили по критерию Манна-Уитни (U) и Уилкоксона 
(W). Проверку статистических гипотез выполняли при критическом уровне значимости 
5% (p<0,05). 
В сердцах животных группы «сахарный диабет» - коронарное перфузионное 
давление и развиваемое внутрижелудочковое давление снижались на 23 и 35%, 
соответственно (табл. 5.6, рис. 5.5). Данный факт свидетельствует о снижении тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции миокарда у крыс с экспериментальным 
сахарным диабетом. Добавление в перфузионный раствор блокатора iNOS при перфузии 
сердца животных группы «сахарный диабет» приводило к восстановлению тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции сердца до контрольных значений. Таким 
образом, высокие концентрации NO, образуемого iNOS при экспериментальном сахарном 
диабете, имеют важное значение в механизмах ослабления тонуса коронарных сосудов и 
снижения сократительной функции миокарда.  
151 
Рисунок 5.5. Влияние сахарного диабета на величину развиваемого внутрижелудочкового 
давления Примечание: По оси абсцисс – группы экспериментальных животных: 1 – «Контроль»; 2 
– «Сахарный диабет»; по оси ординат – величина развиваемого внутрижелудочкового давления в
мм рт. ст.; [25%-75%] – интерквартильный интервал, ДИ – доверительный интервал. * - р<0,0027, 
по сравнению с группой «Контроль» 
Введение ГЛБ в коронарное русло изолированного сердца крыс с сахарным 
диабетом сопровождалось увеличением коронарного перфузионного давления на 64%, т.е. 
в этой группе коронороконстрикторный эффект ГЛБ был на 28% меньше, чем в контроле 
(табл. 5.6). РВД при этом снижалось на 18% (для сравнения, снижение РВД в контроле 
составило 29%, рис. 29). Следовательно, сахарный диабет снижал эффективность 
действия ГЛБ в отношении величины коронарного перфузионного давления и 
сократительной функции миокарда, что может быть обусловлено снижением 
функциональной активности КАТФ-каналов, как гладкомышечных, так и эндотелиальных 
клеток. В изолированных сердцах крыс группы «сахарный диабет» на фоне блокады 
синтеза NO (с помощью S-MT) интракоронарное введение ГЛБ увеличивало коронарное 
перфузионное давление на 86% и снижало развиваемое внутрижелудочковое давление на 
28%, что было сопоставимо с контрольными показателями при совместной блокаде iNOS 
и КАТФ-каналов (табл. 5.6). 
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Рисунок 5.6. Влияние глибенкламида на изменение величины развиваемого внутрижелудочкового 
давления при экспериментальном сахарном диабете. Примечание: По оси абсцисс – группы 
экспериментальных животных: 1 – «Контроль+глибенкламид»; 2 – «Сахарный 
диабет+глибенкламид»; по оси ординат – изменение величины развиваемого 
внутрижелудочкового давления, выраженное в %: [25%-75%] – интерквартильный интервал, ДИ – 
доверительный интервал.* - р<0,031, по сравнению с группой «Контроль+глибенкламид» 
Введение ТЭА в коронарное русло изолированного сердца крыс с сахарным 
диабетом сопровождалось увеличением коронарного перфузионного давления на 66%, что 
было на 30% меньше, чем выраженность коронороконстрикторного эффекта ТЭА в 
контроле (табл. 5.7), а РВД при этом не изменялось. Следовательно, сахарный диабет 
снижал эффективность действия ТЭА в отношении величины коронарного перфузионного 
давления, что может быть обусловлено снижением функциональной активности ВКСа-
каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов. В изолированных сердцах крыс 
группы «сахарный диабет» на фоне блокады синтеза NO (с помощью S-MT) 
интракоронарное введение ТЭА увеличивало коронарное перфузионное давление на 84%, 
что было сопоставимо с контрольными показателями при совместной блокаде iNOS и 
ВКСа-каналов (табл. 5.7). 
Таким образом, хроническая гипергликемия у крыс с сахарным диабетом 
существенно подавляет функциональную активность как КАТФ-каналов, так и ВКСа-
каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов и создает выраженную зависимость 
их активности от функционирования iNOS. 
*
*
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Снижение функциональной активности КАТФ- и ВКСа-каналов при 
экспериментальном сахарном диабете в значительной мере были обусловлены 
гиперпродукцией оксида азота, продуцируемого индуцибельной NO-синтазой. В пользу 
этого вывода свидетельствуют, во-первых: увеличение коронароконстрикторного 
действия блокаторов ТЭА и ГЛБ при перфузии сердец животных с экспериментальным 
сахарным диабетом, раствором, содержащим высокоселективный блокатор iNOS; во 
вторых – 5-кратное увеличение концентрации в сыворотке крови этих крыс iNOS, а также 
умеренное накопление этого фермента в гладкомышечных и эндотелиальных клетках 
коронарных сосудов, наблюдаемым при иммуногистохимическом исследовании; в-
третьих, системное увеличение активности фермента iNOS при неизменной активности 
еNOS, наряду с достоверным повышением содержания в крови стабильных продуктов 
деградации оксида азота – нитратов/нитритов. Обнаружение двукратного увеличения 
содержания С-реактивного белка и пятикратное ИЛ-1β в крови крыс с экспериментальным 
сахарным диабетом отражает не только развитие в этих условиях системного воспаления 
низкой интенсивности, но и объясняет один из механизмов активации iNOS в этих 
условиях. Выявленное нами и другими исследователями [17] системное воспаление 
низкой интенсивности, развивающееся при хронической гипергликемии, объясняет частое 
возникновение при этом сосудистых «катастроф», важнейшим звеном патогенеза которых 
является плохо контролируемое воспаление в сосудистой стенке [13]. 
Рассуждая таким образом, можно предположить, что последовательность событий, 
приводящих к уменьшению функциональной активности КАТФ- и ВКСа-каналов после 
экспериментального сахарного диабета, может быть следующей (схема 5.1): 
Схема 5.1. Механизм нарушения функциональной активности КАТФ- и ВКСа-каналов, вызванные 
экспериментальным сахарным диабетом 
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Пероксинитрит, образующийся при взаимодействии NO с супероксидным 
радикалом, наряду с другими активными формами кислорода могут окислять и/или, 
нитрозилировать сульфгидрильные группы в составе белковых молекул КАТФ- и ВКСа-
каналов, с последующим снижением функциональной активности этих каналов [9, 38]. 
Таким образом, установлено, что снижение функциональной активности КАТФ- и 
ВКСа-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов при стрептозоцин-
индуцированном сахарном диабете в значительной мере обусловлено стимуляцией 
индуцибельной NO-синтазы, которая в этих условиях может продуцировать не только 
оксид азота, но и активные формы кислорода. Полученные результаты свидетельствуют о 
существенном изменении фенотипических характеристик клеток сердца и его сосудов при 
экспериментальном стрептозоцин-индуцированном сахарном диабете, что может 
объяснять специфический характер сосудистых реакций. Дальнейшее изучение 
механизмов регуляции тонуса кровеносных сосудов будет полезным для разработки 
новых методов профилактики и лечения сосудистых «катастроф» у пациентов с сахарным 
диабетом 1-го типа с учетом роли iNOS и калиевых каналов в патогенезе нарушений 
механизмов регуляции сосудистого тонуса. 
5.7. Роль iNOS в регуляции функциональной активности ВКСа- и КАТФ-калиевых 
каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов у крыс, адаптированных к 
стрессу 
Предполагают, что важнейший вазоактивный эндотелиальный фактор – оксид азота 
(NO), может модулировать активацию АТФ-чувствительных калиевых каналов через 
увеличение образования вторичного посредника цГМФ. Так, цГМФ-зависимые 
протеинкиназы способны фосфорилировать домены КАТФ-каналов, тем самым 
способствуя изменению их функциональной активности и реализации 
кардиопротекторных эффектов [34, 35]. Кроме того, известно о прямой активации 
митохондриальных КАТФ-каналов экзогенным NO [26]. В ряде исследований было 
показано, что активность индуцибельной NO-синтазы (iNOS) вносит существенный вклад 
в формирование эффектов пре- и посткондиционирования и адаптации к факторам среды 
[15, 16, 21]. Однако роль NO, продуцируемого индуцибельной NO-синтазой, в модуляции 
функциональной активности КАТФ-каналов и развитии адаптационных механизмов не 
изучалась. 
Эксперименты выполнены на изолированных по Лангендорфу сердцах, в условиях 
постоянного потока (методика описана ранее) на беспородных крысах-самках, 
распределенных по группам: (1) «контроль»; (2) «стресс»; (3) «адаптация»; (4) 
«адаптация+стресс». Каждая группа включала 3 подгруппы: 1 – добавление в 
перфузионный раствор блокатора ВКСа-каналов тетраэтиламмония (ТЭА) или 
глибенкламида (ГЛБ), блокатора КАТФ-каналов; 2 – содержание в перфузате блокатора 
iNOS S-метилизотиомочевины (S-MT); 3 – совместное добавление в перфузионный 
раствор ТЭА/ГЛБ и S-MT. 
Для изучения роли NO, продуцируемого iNOS, в механизмах регуляции тонуса 
коронарных сосудов в перфузионный раствор добавляли высокоселективный блокатор 
iNOS S-метилизотиомочевину (S-MT, 10-6М, Sigma, USA). Для изучения роли КАТФ-
каналов или ВКСа-каналов в регуляции тонуса коронарных сосудов и сократительной 
функции миокарда в перфузионный раствор добавляли блокатор КАТФ-каналов 
глибенкламид (ГЛБ) в концентрации 10 мкМ или ТЭА в концентрации 1 мМ. Вклад 
каналов в регуляцию тонуса сосудов сердца определяли по величине вазоконстрикторного 
эффекта блокатора, т.е. по величине прироста коронарного перфузионного давления, 
выраженного в % от исходного. 
Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью 
стандартного пакета статистических программ «STATISTICA 10.0» и «MS Excel». 
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Величины количественных показателей в экспериментальных группах представляли в 
виде медианы (Ме), интерквартильного интервала [25%; 75%]. О достоверности различий 
между несвязанными выборками судили по критерию Манна-Уитни (U) и Уилкоксона 
(W). Проверку статистических гипотез выполняли при критическом уровне значимости 
5% (p<0,05). 
В группе контрольных животных коронарное перфузионное давление (КПД), 
определяемое при ОСКП 10 мл/мин, составляло 81 мм рт. ст., а развиваемое 
внутрижелудочковое давление – 70 мм рт.ст. (табл. 5.8) Добавление в перфузионный 
раствор высокоселективного блокатора S-MT не приводило к существенному изменению 
коронарного перфузионного давления и сократительной функции сердца контрольной 
группы животных. Интракоронарное введение блокатора АТФ-чувствительных калиевых 
каналов глибенкламида в контроле сопровождалось повышением коронарного 
перфузионного давления на 92% (р<0,05, по сравнению с КПД, зарегистрированным в 
сердцах контрольных животных с интактными КАТФ-каналами), и снижением 
развиваемого внутрижелудочкового давления на 29% (р<0,05, по сравнению с РВД, 
зарегистрированным в сердцах контрольных животных с интактными КАТФ-каналами, 
табл. 5.9). Совместная блокада iNOS и КАТФ-каналов в сердцах контрольных животных 
сопровождалась коронароконстрикторным эффектом глибенкламида, выраженным в той 
же степени, что без добавления блокатора S-MT. 
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Полученные данные указывает на то, что в контроле индуцибельная NO-синтаза 
либо не образуется, либо ее активность крайне невысока, а, следовательно, наряду с 
эндотелиальной NO-синтазой [14], КАТФ-каналы принимают участие в регуляции 
сосудистого тонуса и сократительной функции миокарда в физиологических условиях. 
В сердцах животных, перенесших стресс, коронарное перфузионное давление и 
развиваемое внутрижелудочковое давление снижались в равной степени в среднем на 
23%, по сравнению с контрольными показателями (р<0,05, табл. 5.8). Данный факт 
свидетельствует о постстрессорном снижении тонуса коронарных сосудов и 
сократительной функции миокарда. Добавление в перфузионный раствор блокатора iNOS 
при перфузии сердца животных, перенесших стресс, приводило к восстановлению тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции сердца до контрольных значений. Таким 
образом, NO, образуемый iNOS при стрессе, имеет важное значение в механизмах 
ослабления тонуса коронарных сосудов и снижения сократительной функции миокарда. 
Введение глибенкламида в коронарное русло изолированного сердца крыс, перенесших 6-
часовую иммобилизацию, сопровождалось увеличением коронарного перфузионного 
давления на 76%, что было на 16% меньше, чем в контроле (р<0,05, табл. 5.8), а также 
снижением РВД на 21% (р<0,05, для сравнения, снижение РВД в контроле составило 28%, 
табл. 5.9). Следовательно, стресс снижал эффективность действия глибенкламида в 
отношении величины коронарного перфузионного давления и сократительной функции 
миокарда, что может быть обусловлено снижением функциональной активности КАТФ-
каналов, как гладкомышечных, так и эндотелиальных клеток. В изолированных сердцах 
крыс группы «стресс» на фоне блокады синтеза NO (с помощью S-MT) интракоронарное 
введение глибенкламида увеличивало коронарное перфузионное давление на 88% и 
снижало развиваемое внутрижелудочковое давление на 32%, что было сопоставимо с 
контрольными показателями при совместной блокаде iNOS и КАТФ-каналов. 
Таким образом, интенсивный эмоционально-болевой стресс у крыс существенно 
подавляет активность КАТФ-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов и 
создает выраженную зависимость их активности от функционирования iNOS. 
В сердцах животных, адаптированных к стрессу, коронарное перфузионное 
давление и развиваемое внутрижелудочковое давление не отличались от таковых в 
контроле. Добавление в перфузионный раствор S-MT не сопровождалось изменениями 
коронарного перфузионного давления и сократительной функции сердца адаптированных 
к стрессу животных. Под влиянием глибенкламида коронарное перфузионное давление 
увеличивалось на 74% в группе животных «адаптация», что было меньше, чем в контроле, 
на 18% (р<0,05, табл. 5.8), а развиваемое внутрижелудочковое давление под действием 
глибенкламида уменьшалось всего лишь на 13% (р<0,05, табл. 5.9). Таким образом, после 
адаптации к стрессу наблюдалось уменьшение выраженности действия глибенкламида в 
отношении тонуса сосудов сердца и сократительной функции миокарда, что было 
расценено нами как следствие снижения функциональной активности КАТФ-каналов 
гладкомышечных клеток коронарных сосудов. Однако, совместное интракоронарное 
введение S-MT и глибенкламида сопровождалось увеличением коронарного 
перфузионного давления на 126%, и уменьшением сократительной функции миокарда на 
30% (табл. 5.8, 5.9). Таким образом, блокада iNOS не только восстановила 
функциональную активность КАТФ-каналов кардиомиоцитов и гладкомышечных клеток 
коронарных сосудов до контрольных значений, но и существенно увеличила ее. 
Следовательно, во-первых, при адаптации к стрессу образуется iNOS, во-вторых, 
существует выраженная зависимость между функциональной активностью КАТФ-каналов 
и NO, продуцируемым iNOS. Вероятно, усиленная продукция NO, характерная для 
адаптации, ограничивает активацию КАТФ-каналов. 
В группе животных, перенесших стресс на фоне предварительной адаптации 
(«адаптация+стресс»), коронарное перфузионное давление и развиваемое 
внутрижелудочковое давление не отличалось от таковых, выявленных в сердцах 
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контрольных животных. Добавление в перфузионный раствор высокоселективного 
блокатора S-MT не оказывало влияния на изменение коронарного перфузионного 
давления и сократительной функции миокарда в группе животных «адаптация+стресс».  
Коронароконстрикторный эффект глибенкламида и его эффект на развиваемое 
внутрижелудочковое давление также не отличались от контрольных показателей. В 
группе животных «адаптация+стресс» совместная блокада iNOS и КАТФ-каналов 
сопровождалась увеличением коронарного перфузионного давления на 98% и 
уменьшением сократительной функции миокарда на 32% (табл. 5.8, 5.9). Таким образом, 
NO, синтезируемый iNOS, оказывает модулирующее влияние на функциональную 
активность АТФ-чувствительных калиевых каналов, как гладкомышечных клеток 
коронарных сосудов, так и кардиомиоцитов, в группах «адаптация» и «адаптация+стресс». 
Введение ТЭА в коронарное русло изолированных сердец крыс, подвергнутых 
иммобилизации, сопровождалось увеличением КПД на 68%, т.е. на 27% меньше, чем в 
контроле (р<0,05, рис 5.7), РВД при этом не изменялось. Следовательно, стресс снижал 
эффективность действия ТЭА в отношении величины КПД, что может быть обусловлено 
снижением функциональной активности ВКСа-каналов гладкомышечных клеток 
коронарных сосудов.  
Рисунок 5.7. Влияние тетраэтиламмония на величину коронарного перфузионного давления у 
животных, перенесших стресс и адаптацию к коротким стрессорным воздействиям. Примечание: 
По оси абсцисс – группы экспериментальных животных: 1 – «Контроль»; 2 – «Стресс»; 3 – 
«Адаптация»; 4 – «Адаптация+стресс»; по оси ординат – величина коронарного перфузионного 
давления в мм рт. ст.; [25%-75%] – интерквартильный интервал, ДИ – доверительный интервал. * - 
р<0,05, по сравнению с группой «Контроль» 
*
*
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В изолированных сердцах крыс группы «Стресс» на фоне блокады синтеза NO 
интракоронарное введение ТЭА увеличивало КПД на 88% (табл. 5.10), развиваемое 
внутрижелудочковое давление было сопоставимо с контрольными показателями при 
совместной блокаде iNOS и ВКСа-каналов (табл. 5.10). 
Таким образом, продолжительный эмоционально-болевой стресс у крыс подавляет 
активность ВКСа-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов и создает 
выраженную зависимость их активности от функционирования iNOS. 
В сердцах животных, адаптированных к стрессу, КПД и РВД не отличались от 
таковых в контроле (табл. 5.10). Добавление в перфузионный раствор S-MT не 
сопровождалось изменениями КПД и сократительной функции сердца, адаптированных к 
стрессу животных (табл. 5.10). Под влиянием ТЭА в группе животных «Адаптация» КПД 
увеличивалось на 98%, РВД не изменялось, и было выражено в той же степени, что и в 
контроле. Совместное интракоронарное введение S-MT и ТЭА сопровождалось 
увеличением КПД на 117% (р<0,05, по сравнению с контрольными показателями при 
совместной блокаде iNOS и ВКСа-каналов), сократительная функция миокарда при этом 
не изменялась. Следовательно, блокада iNOS увеличила функциональную активность 
ВКСа-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов у крыс, адаптированных к 
стрессу.  
В группе животных «Адаптация+стресс», КПД и РВД не отличались от 
показателей, выявленных в сердцах контрольных животных. Добавление в перфузионный 
раствор высокоселективного блокатора S-MT не оказывало влияния на изменение КПД и 
сократительной функции миокарда в группе животных «адаптация+стресс» (табл. 5.10). 
Добавление в перфузионный раствор ТЭА сопровождалось изменением КПД и РВД в 
равной степени, что и в контрольной группе животных (табл. 5.10). В группе животных 
«Адаптация+стресс» при совместной блокаде iNOS и ВКСа-каналов наблюдалось 
увеличение КПД на 125% (р<0,05, по сравнению с контрольными показателями при 
совместной блокаде iNOS и ВКСа-каналов). В отношении сократительной функции 
миокарда коронароконстрикторный эффект ТЭА, был выражен в той же степени, что без 
добавления в перфузионный раствор блокатора S-MT. Исходя из вышеприведённых 
фактов можно заключить, что адаптация к стрессу предупредила постстрессорное 
нарушение тонуса коронарных сосудов и сократительной функции миокарда, а также 
вызываемое стрессом снижение функциональной активности ВКСа-каналов. 
В наших исследованиях было установлено, что адаптация к коротким стрессорным 
воздействиям полностью предупредила вызванное иммобилизационным стрессом 
снижение эффективности действия глибенкламида и тетраэтиламмония на тонус 
коронарных сосудов. После адаптации к коротким стрессорным воздействиям 
ингибируемая глибенкламидом и тетраэтиламмонием функциональная активность КАТФ- и 
ВКСа-каналов (соответственно) гладкомышечных клеток подавлялась. Однако в сердцах 
крыс, адаптированных к стрессу, блокада iNOS, приводила не только к восстановлению, 
но даже к повышению активности этих каналов. Вероятно, увеличенная продукция NO, 
характерная для адаптации [4], ограничивает активацию ВКСа- и КАТФ-каналов, создавая 
выраженную зависимость активности данных каналов от NO, продуцируемого iNOS. 
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Адаптация к коротким стрессорным воздействиям так же, как и иммобилизация, 
сопровождается усилением продукции NO [4], увеличением экспрессии генов, 
ответственных за синтез iNOS, но, в отличие от стресса, умеренным накоплением 
фермента, неизмененной системной активностью фермента еNOS и отсутствием 
системного воспаления низкой интенсивности. Возникает закономерный вопрос: почему 
при практически одинаковом увеличением экспрессии гена, ответственного за синтез 
iNOS, и гиперпродукции NO при стрессе и адаптации, при последней не возникает 
нарушения функциональной активности ВКСа- и КАТФ-каналов? Характерный для 
начальных стадий адаптации окислительный стресс [6] может считаться стимулом, 
запускающим транскрипцию гена iNOS. Установлено, что супероксидный радикал при 
участии ядерного фактора транскрипции NF-кВ способен активировать ген, 
ответственный за синтез iNOS. При этом увеличенная продукция NO по механизму 
отрицательной обратной связи ингибирует NF-kB [10], тем самым регулируя образование 
фермента iNOS. Кроме того, при умеренной продукции супероксидного радикала при 
участии ядерного фактора NF-кВ активируются гены, ответственные за синтез 
супероксиддисмутазы, циклооксигеназы-2, HSP70 и других продуктов способных 
регулировать редокс-состояние клеток [25], тем самым изменяя их фенотипические 
свойства и предотвращая нарушение функции калиевых каналов при адаптации к стрессу. 
При адаптации к стрессу изменяется также доступность NO, вызванная образованием 
динитрозильных комплексов железа и S-нитрозотиолов, являющихся физиологически 
активным депо NO [1, 2] и предотвращающих его токсический эффект. 
Мы установили, что адаптация к стрессу полностью предупреждает 
постстрессорное увеличение продукции NO, повышение активности фермента iNOS и 
развитие системного воспаления низкой интенсивности. В качестве одного из механизмов, 
лежащих в основе контроля постстрессорной активности iNOS, можно рассматривать 
формирование так называемых «аггресом» (aggresome) [31]. Формирование «аггресом, 
включающих белок iNOS» происходит в цитозоле, там же локализуется и iNOS. 
Образуемый ею NO оказывает прямое влияние на механизм сокращения миофиламентов 
гладкомышечных клеток коронарных сосудов и кардиомиоцитов. Клетки, в которых iNOS 
располагается преимущественно в составе «аггресом», продуцируют NO в значительно 
меньших концентрациях. Таким образом, формирование аггресом в цитозоле можно 
рассматривать как механизм ограничения постстрессорной гиперпродукции NO 
индуцибельной NO-синтазой [31, 36].  
Полученные экспериментальные данные позволяют констатировать, что активация 
iNOS в результате адаптации к стрессу, вероятно, играет важную роль в поддержании 
адекватной биодоступности NO, участвующего в механизмах локальной регуляции тонуса 
сосудов сердца. Усиленная продукция эндотелием NO (и, возможно, других веществ 
эндотелиального происхождения) по механизму обратной связи подавляет, но не 
нарушает базальную активность ВКСа- и КАТФ-каналов гладкомышечных клеток. 
Следовательно, снижение активности КАТФ-каналов на фоне повышенного образования 
NO индуцибельной NO-синтазой в условиях адаптации к стрессу создает условия для 
осуществления полноценного адаптационного ответа и является проявлением нормальных 
взаимоотношений систем локальной регуляции тонуса сосудов сердца. При этом скрытая 
активация КАТФ-каналов при адаптации имеет биологическую целесообразность и может 
лежать в основе ограничения избыточного поступления внутрь сосудистых 
гладкомышечных клеток ионов кальция и предупреждения коронароспазма при 
последующем стрессе.  
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ГЛАВА 6 
ВЕЩЕСТВА МОДУЛИРУЮЩИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ 
АКТИВНОСТЬ КАТФ- И ВКСаКАЛИЕВЫХ КАНАЛОВ 
Одним из патогенетических механизмов нарушения тонуса сосудов при сердечно-
сосудистой патологии является дисфункция эндотелия, которая сопровождается, в 
частности, нарушением функциональной активности калиевых каналов, расположенных в 
эндотелиоцитах и гладкомышечных клетках сосудов. В последнее время для лечения 
сосудистых «катастроф» все большей популярностью пользуются такие вещества, как 
активаторы калиевых каналов. Одним из приоритетных направлений являются 
исследования, направленные на поиск веществ, способных оказывать модулирующее 
влияние на функцию эндотелия и калиевых каналов сосудов сердца.  
Разработка антигипоксантов, а также данные о антигипоксических свойствах 
дибазола [8] послужили основой для поиска активных соединений в ряду бензимидазола и 
созданию веществ с той же функциональной группой, что и в аминотиолах, но в составе 
имидазольного ядра 2-тиомеркаптобензимидазола. Так, были синтезированы бемитил 
(этилтиоимидазол), алмид (аллилтиобензимидазол) и этомерзол (этилтиобензимидазола 
гидрохлорид). Эти препараты оказывают сходные с аминотиолами по характеру и 
выраженности эффекты при гипоксии [3]. На первых этапах экспериментального изучения 
бемитила внимание уделялось его способности сохранять физическую выносливость в 
осложненных ситуациях, благодаря его способности снижать потребление 
митохондриями кислорода, а также существенно ускорять восстановление дееспособности 
после предельных нагрузок, в стрессовых ситуациях, после отравления ФОС и т.д. [2, 14]. 
Благодаря механизмам действия, состоящих в быстроразвивающейся активации синтеза 
РНК, структурных и ферментативных белков в различных органах и тканях, стабилизации 
мембран и подавлению процессов свободнорадикального окисления, бемитил и его 
аналоги объединили в особый класс актопротекторов. Однако дальнейшие исследования 
актопротектора бемитила показали, что он характеризуется более широким спектром 
фармакологической активности. Бемитил способен воздействовать на к-опиодные 
рецепторы и тем самым влиять на натриевые, кальциевые, калиевые ионные токи 
нейрональной мембраны за счет их непосредственного взаимодействия с канальными 
структурами [5]. Кроме того, уменьшает площадь ишемического повреждения сердца, 
стимулирует репаративные процессы в миокарде [4]. В основе последнего эффекта лежит 
его способность действовать подобно фармакологическому прекондиционированию, 
активируя КАТФ-калиевые каналы [32]. Бемитил стимулирует цитохром Р-450 [11] – 
фермент, стимуляция которого в эндотелиоцитах приводит к образованию 
эпоксиэйкозотриеновой кислоты (ЕЕТ), активирующей ВКСа-каналы гладкомышечных 
клеток. Бемитил имеет общие черты строения с NS1619 (также производное 
бензимидазола), являющийся золотым эталоном активаторов ВКСа-каналов 
гладкомышечных клеток. Кроме того, бемитил также как и дибазол относится к 
производным бензимидазола.  
Дибазол – лекарственное средство, которое применяется в неотложной терапии при 
купировании гипертонических кризов, в педиатрии и иммунологии [9]. Он относится к 
группе миотропных спазмалитиков, общетонизирующих средств и адаптогенов. 
Лекарственное средство оказывает сосудорасширяющее, спазмолитическое, 
иммуностимулирующее действие. Непосредственно расслабляет гладкие мышцы 
кровеносных сосудов и внутренних органов. Иммуностимулирующая активность связана 
с регуляцией соотношения концентраций циклический гуанозинмонофосфат (цГМФ) и 
циклический аденозинмонофосфат (цАМФ) в иммунных клетках (повышает содержание 
цГМФ), что приводит к пролиферации зрелых сенсибилизированных Т- и В-лимфоцитов, 
секреции ими факторов взаимного регулирования, кооперативной реакции и активации 
конечной эффекторной функции клеток. Внутриклеточный механизм расслабления 
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гладкомышечных клеток под влиянием дибазола не известен. Считается, что одной из 
возможных мишеней его действия является фосфодиэстераза – фермент, разрушающий 
циклические нуклеотиды, в частности, ц-ГМФ. Если учесть тот факт, что образование ц-
ГМФ находится под контролем монооксида азота, образующегося в эндотелиальных 
клетках кровеносных сосудов, можно предположить, что одним из механизмов 
сосудорасширяющего действия дибазола может быть активация эндотелийзависимой 
опосредуемой монооксидом азота дилатации сосудов.  
Все эти факты дают нам возможность предположить, что бемитил, как производное 
бензимидазола, может обладать способностью оказывать воздействие на 
эндотелийзависимую дилатацию и различные семейства калиевых каналов 
гладкомышечных клеток, и тем самым влиять на тонус артериальных сосудов. В данной 
работе в качестве производного бензимидазола использовалась субстанция, 
зарегистрированная Министерством здравоохранения республики Беларусь 2-
этилтиобензимидазола гидробромид (регистрационное удостоверение №10/07/1767 
выдано институту физико-органической химии НАН Беларуси, Республика Беларусь). 
6.1. Влияние монооксида азота на вазодилататорный эффект дибазола 
Прямое вазорелаксирующее действие дибазола исследовали на 20 препаратах 
аорты крысы, которые предварительно предсокращали фенилэфрином. Данную реакцию 
изучали до и после введения в перфузионный раствор блокатора синтеза монооксида азота 
L-NAME в концентрации 100мМ.  
Предсокращение изолированного кольца аорты осуществляли стандартной дозой 
фенилэфрина (10-6М). Дибазол добавляли в возрастающей концентрации от 10-11 до 10-4М.  
Животных разделяли на две группы: контрольную с интактной системой синтеза 
монооксида азота (n=10) и группу животных с блокированным синтезом NO (n=10). 
После 2-х часового периода стабилизации исходное напряжение в группе 
животных с интактной системой синтеза NO составляло 1951±26 мг (табл. 4.1). 
Сократительный ответ кольца аорты на фенилэфрин в этой группе составил 1934±144мг. 
Добавление дибазола в раствор, омывающий кольца аорты контрольных животных от 10-
10 до 10-4М приводило к дозозависимому расслаблению кольца аорты. Причем 
отчетливый эффект дибазола наблюдался начиная с концентрации 5×10-6М, 
максимальное расслабление составило более 90% от предварительного сокращения аорты 
фенилэфрином (рис. 4.1, табл. 4.1). Для сравнения, релаксирующий эффект ацетилхолина 
начинался при его концентрации в ванночке 10-9М, а максимальная релаксация 
достигалась при 10-4М и составляла 60%. Таким образом, кумулятивная концентрация 
дибазола в перфузионном растворе приводила к расслаблению кольца аорты крысы, этот 
эффект был выражен только при высоких концентрациях препарата. Это наводит на 
мысль о прямом влиянии дибазола на гладкомышечные клетки крупного сосуда. 
Релаксирующее же действие ацетилхолина реализуется посредством воздействия на 
эндотелиоциты. Оно связано с увеличением внутриэндотелиальной концентрацией ионов 
кальция и высвобождением NO и простациклина с последующим их воздействием на 
подлежащие гладкомышечные клетки. 
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Рисунок 6.1. Зависимость вазорелаксирующего эффекта дибазола в условиях блокады синтеза 
монооксида азота. Примечание: по оси абсцисс – log [М] дибазола; по оси ординат - % 
расслабления  
В изолированных кольцах группы животных с блокированным синтезом 
монооксида азота исходное напряжение кольца аорты составляло 1933±47 мг (табл. 6.1), 
что достоверно не отличалось от сегментов аорты группы животных с интактным 
синтезом монооксида азота. Сократительный ответ кольца аорты на фенилэфрин в этой 
группе составил 1800±274мг. Таким образом, исходные условия для действия дибазола 
были одинаковыми в исследуемых группах. Добавление в ванночку для перфузии 
дибазола на фоне блокады синтеза монооксида азота в концентрации от 10-10 до 10-4М 
приводило к дозозависимому расслаблению кольца аорты, причем отчетливый эффект 
дибазола наблюдался начиная с концентрации 5×10-6М максимальная релаксация 
составляла 95% от предварительного сокращения аорты фенилэфрином (рис. 6.1, табл. 
6.1), что достоверно не отличалось от группы животных с интактной системой синтеза 
монооксида азота. Напротив, после блокады синтеза монооксида азота вызываемое 
ацетилхолином расслабление кольца аорты составляло лишь 19% от прироста его 
напряжения, вызванного фенилэфрином, а релаксирующий эффект NO, высвобождаемый 
под влиянием ацетилхолина, эффективно устранялся L-NAME (рис. 6.1, табл. 6.1). 
Таким образом, с одной стороны, дибазол усиливает ацетилхолининдуцированное 
расслабление кольца аорты крысы, увеличивает чувствительность к ацетилхолину, а с 
другой, не зависит от состояния NO-синтазной системы. 
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6.2. Влияние дибазола на эндотелийзависимую вазодилатацию изолированного 
кольца аорты в условиях блокады системы синтеза монооксида азота 
Опыты проводили на 60 препаратах изолированного кольца аорты крыс (методика 
описана выше). 
Состояние стимулируемой продукции монооксида азота эндотелием 
изолированного кольца аорты оценивали по величине реакции расслабления в ответ на 
кумулятивное введение в питательную жидкость ацетилхолина (от 10-11 до 10-4 М, Sigma, 
USA) на фоне предварительного сокращения, вызванного стандартной дозой фенилэфрина 
(10-6 М, Sigma, USA). Результат выражали как процент расслабления от величины 
сокращения, полученной после введения фенилэфрина.  
Для выяснения роли КАТФ-калиевых каналов использовали блокатор глибенкламид 
(Sigma, USA). Глибенкламид растворяли в диметилсульфоксиде и вводили в 
термостатируемую ванночку за 15 минут до предсокращения фенилэфрином, так чтобы 
его конечная концентрация была равна 10 мкМ.  
Для выяснения роли ВКСа-каналов использовали блокатор данных каналов 
тетраэтиламмоний в концентрации 1мМ (Sigma, USA).  
Для определения влияния дибазола на эндотелийзависимое расслабление кольца 
аорты его добавляли в термостатируемую ванночку (концентрация 10-5М) за 15 минут до 
предсокращения сегмента аорты фенилэфрином.  
Для выяснения роли монооксида азота в эндотелийзависимом расслаблении кольца 
аорты использовали неселективный блокатор NO-синтазы метиловый эфир N-ώ-нитро-L-
аргинин (L-NAME, 1×10-4М, Sigma, USA). 
Обработка полученных результатов проводилась с применением пакета 
статистических программ Microsoft Excel 2000, STATISTICA 10.0, а также программного 
обеспечения GraphPad Prism (San Diego, California, USA). Цифровые данные представляли 
как М±m.Различия принимали достоверными при значении вероятности ошибки p<0,05. 
Исходное напряжение изолированных колец аорты во всех исследуемых группах 
составляло от 1925±81 до 2061±31 мг. Под влиянием фенилэфрина (10-6М) прирост 
напряжения сегмента аорты в контроле составлял 1500±115 мг, что не отличалось от 
значений в исследуемых группах. Таким образом, исходные условия для действия 
ацетилхолина были одинаковыми.  
Добавление в ванночку ацетилхолина (10-11 – 10-4М) приводило к дозазависимому 
расслаблению кольца аорты, предварительно сокращенного фенилэфрином. В 
контрольных изолированных кольцах аорты максимальная дилатация возникала при 
концентрации ацетилхолина в ванночке 10-5М и составляла 60% от предварительного 
сокращения фенилэфрином. При добавлении в перфузионный раствор дибазола 
ацетилхолинзависимая дилатация достигала максимума при концентрации 10-5М и 
составляла более 80% от прироста напряжения кольца, вызванного фенилэфрином (рис. 
6.2). Концентрация ацетилхолина, вызывающая полумаксимальную дилатацию аорты 
(ЕС50) в контроле, составляла 1,44×10-7М. После действия дибазола ЕС50 снижалась до 
3,49×10-9М (р<0,05, по сравнению с контролем). 
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Рисунок 6.2. Влияние дибазола на NO-опосредуемую эндотелийзависимую вазодилатацию 
изолированного кольца аорты крыс в условиях блокады синтеза монооксида азота L-NAME. 
Примечание: по оси абсцисс – Log концентрации ацетилхолина, по оси ординат – % расслабления. 
■ – группа контрольных животных; ▲- дибазол; ♦- L-NAME+дибазол; ● - L-NAME *- р<0,05, по 
сравнению с контролем 
Таким образом, дибазол не только усиливал ацетилхолинзависимую дилатацию 
кольца аорты крысы, но и повышал чувствительность эндотелиоцитов к ацетилхолину.  
Блокада синтеза монооксида азота L-NAME приводила к незначительному 
расслаблению кольца аорты, вызываемому ацетилхолином, что составляло 10% от 
прироста его напряжения, вызванного фенилэфрином (рис. 6.2). При этом 
чувствительность гладкомышечных клеток артериальных сосудов к ацетилхолину 
снижалась ЕС50 – 2,65310×10-6 (р<0,05, по сравнению с контролем (ЕС50 – 1,44×10-7М)). 
При блокаде синтеза монооксида азота на фоне дибазола дилатация кольца аорты 
достигала максимума при концентрации ацетилхолина 10-5М, однако была выражена в 
большей степени, чем в группе животных с блокадой синтеза NO, но без добавления 
дибазола, и составляла 33% (р<0,05, по сравнению с контролем и группой «L-NAME») от 
прироста напряжения кольца, вызванного фенилэфрином (рис. 6.2). Следовательно, 
действие дибазола на ацетилхолинзависимое расслабление кольца аорты частично 
сохранялось и после блокады синтеза монооксида азота.  
При сочетании дибазола и блокатора NO-синтазы L-NAME чувствительность 
гладких миоцитов изолированного сегмента аорты к ацетилхолину хотя и оставалась 
несколько ниже (ЕС50 – 5,97×10-7), чем в контроле с интактным синтезом NO (ЕС50 – 
1,44×10-7М), однако увеличивалась по сравнению с группой животных с блокированным 
синтезом монооксида азота (ЕС50 – 2,65310×10-6М, р<0,05, табл. 6.2). Следовательно, под 
влиянием дибазола как в условиях интактной системы NO, так и блокированной, 
чувствительность гладкомышечных клеток артериальных сосудов к ацетилхолину 
оставалась более высокой по отношению к контролю.  
*
*
*
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# # # #* 
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Таблица 6.2 Влияние дибазола на концентрацию ацетилхолина, вызывающую 
полумаксимальную дилатацию кольца аорты 
Группа 
животных 
Вещества, 
добавляемые в 
перфузионный 
раствор 
EC50, М CI 95% EC50, М Log EC50 
Контроль 
(n=10) 
- 1,44×10-7 1,32×10-7– 1,58×10-7 -6,840±0,010 
Дибазол (n=8) дибазол 3,49×10-9* 2,56-4,76×10-9 -8,457±0,060 
L-NAME (n=7) L-NAME 1,55×10-9* 6,41×10-10– 3,75×10-9 -8,809±0,010 
Дибазол+ 
L-NAME (n=7) 
дибазол, 
L-NAME 
5,96×10-7 2,90×10-7– 1,22×10-6 -6,224±0,100 
Примечание - * - р<0,05 по сравнению с группой «контроль»; n-количество животных в группе. 
В связи с тем, что блокада синтеза монооксида азота не полностью устраняла 
вызываемое дибазолом усиление эндотелийзависимой дилатации изолированного кольца 
аорты, можно предположить, что дибазол усиливал не только высвобождение монооксида 
азота, но и действовал на другие механизмы вазорелаксации. Одним из таких механизмов 
может быть активация калиевых каналов гладкомышечных клеток аорты, возникающая 
вследствие как прямого на них влияния, так и опосредованного через воздействие 
эндотелиальных факторов гиперполяризации, высвобождающиеся под влиянием 
дибазола. В связи с этим, на следующем этапе мы определяли влияние дибазола на 
функциональную активность АТФ-чувствительных калиевых каналов. 
6.3. Влияние дибазола на функциональную активность АТФ-чувствительных 
калиевых каналов в условиях блокады системы синтеза монооксида азота 
После блокады КАТФ-каналов глибенкламидом вызываемая ацетилхолином 
релаксация, была больше, чем в контроле при концентрации ацетилхолина (10-6М) и 
составляла 70% от предварительного предсокращения (рис. 6.3).  
Обращает на себя внимание тот факт, что после блокады КАТФ-каналов ЕС50 была 
достоверно меньше, чем в контроле и составляла 1,56×10-8М (р0,05, по сравнению с 
контролем). Подобное явление может быть связано с тем, что после блокады КАТФ-
каналов глибенкламидом увеличивалась чувствительность гладкомышечных клеток аорты 
к высвобождаемому эндотелием монооксиду азота. Таким образом, можно заключить, что 
глибенкламид, в равной степени, как и дибазол, усиливал индуцируемую ацетилхолином 
NO-зависимую релаксацию сегмента аорты.  
Совместное воздействие дибазола и блокатора КАТФ-каналов глибенкламида 
приводило к снижению вазодилатации аортальных колец в ответ на действие 
ацетилхолина при его концентрациях 5×10-7 – 3×10-5М в среднем на 20% (р0,05, по 
сравнению с контролем, рис. 6.3, табл. 6.3). При этом уменьшалась и чувствительность 
гладкомышечных клеток артериальных сосудов к ацетилхолину по сравнению с 
контрольными показателями ЕС50 – 9,21×10-8М (табл. 6.2). 
При блокаде синтеза монооксида азота L-NAME и КАТФ-калиевых каналов 
глибенкламидом дилатация кольца аорты достигала максимума при концентрации 
ацетилхолина в ванночке 10-5М – 42% (для сравнения, сочетание дибазола и L-NAME 
дилатация составила 33%, рис. 6.4, табл. 6.3), и была выражена в большей степени, чем в 
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группе животных с блокированной системой синтеза NO, но без добавления 
глибенкламида (10%) (р<0,05, по сравнению с группой «L-NAME», табл. 6.3).  
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Рисунок 6.3. Влияние дибазола на функциональную активность АТФ-
чувствительных калиевых каналов. Примечание: по оси абсцисс – Log концентрации 
ацетилхолина, по оси ординат – % расслабления. ■-группа контрольных животных; ▲-
глибенкламид; ▼- дибазол+глибенкламид; *- р<0,05 по сравнению с контрольной группой 
животных 
Введение в перфузионный раствор дибазола, на фоне блокады КАТФ-калиевых 
каналов глибенкламидом и системы синтеза монооксида азота L-NAME сопровождалось 
эндотелийзависимой вазодилатацией, выраженной в той же степени, что и при действии 
только L-NAME и составляло в среднем 12% (рис. 6.4). Чувствительность 
гладкомышечных клеток артериальных сосудов к ацетилхолину была выражена в той же 
степени, что и в контрольной группе животных, ЕС50 составляла 1,84×10-7М (табл. 6.2). 
Следовательно, дибазол устранял усиление эндотелийзависимой вазорелаксации кольца 
аорты, вызываемое глибенкламидом как с интактной системой синтеза монооксида азота, 
так и при ее блокаде.  
Представленные данные свидетельствуют о том, что и дибазол, и глибенкламид, 
как в условиях интактной, так и блокированной системы синтеза NO демонстрируют 
повышение чувствительности гладкомышечных клеток артериальных сосудов к 
ацетилхолину. Можно предположить, что дибазол частично реализует свой эффект через 
активацию КАТФ-калиевых каналов, расположенных в гладких миоцитах артериальных 
сосудов.  
*
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Рисунок 6.4. Влияние дибазола на функциональную активность АТФ-чувствительных калиевых 
каналов в условиях блокады синтеза монооксида азота L-NAME. Примечание: по оси абсцисс – 
Log[M] ацетилхолина, по оси ординат – % расслабления. ■ – группа контрольных животных; ▲- 
L-NAME+глибенкламид; ▼- L-NAME+дибазол+глибенкламид; ∆ - L-NAME; * - р<0,05 по 
сравнению с контрольной группой животных; # - р<0,05 по сравнению с группой «L-NAME» 
Таблица 6.3 Влияние дибазола на концентрацию ацетилхолина, вызывающую полумаксимальную 
дилатацию кольца аорты на фоне блокады АТФ-чувствительных калиевых каналов 
Группа животных Вещества, 
добавляемые в 
перфузионный 
раствор 
EC50, М CI 95% EC50, М LogEC50 
Контроль (n=10) - 1,44×10-7 1,32×10-7–1,58×10-7 -6,84±0,010 
Глибенкламид 
(n=8) 
Глибенкламид 1,55×10-8* 9,62×10-9 – 2,52×10-8 -7,80±0,010 
Глибенкламид+ 
дибазол 
(n=6) 
Глибенкламид+
дибазол 
9,21×10-8 5,87×10-8 – 1,44×10-7 -7,03±0,010 
Глибенкламид+ 
L-NAME 
(n=7) 
Глибенкламид+
L-NAME 
4,33×10-8* 3,35×10-8 – 5,60×10-8 -6,73±0,050 
Глибенкламид+ 
L-NAME+ 
дибазол (n=8) 
Глибенкламид+
L-NAME+ 
дибазол 
1,84×10-7 1,42×10-7 – 2,39×10-7 -6,73±0,050 
Примечание - * - р<0,05 по сравнению с группой «контроль»; n-количество животных в группе. 
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* #
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В результате проведенного исследования было установлено, что дибазол усиливает 
эндотелийзависимую вазодилатацию и увеличивает чувствительность гладкомышечных 
клеток артериальных сосудов к высвобождаемому эндотелием монооксиду азота. Блокада 
синтеза монооксида азота L-NAME частично ограничивает, но полностью не 
предупреждает вазорелаксацию, вызываемую ацетилхолином в присутствии дибазола. 
Эти факты позволяют заключить, что дибазол модулирует функцию эндотелия через NO-
зависимые механизмы и, вероятно, путем прямого (NO-независимая активация) действия 
на гладкомышечные клетки сосудов увеличивает образование растворимой 
гуанилатциклазы (рГЦ), что приводит к накоплению цГМФ. Последний активирует 
цГМФ-зависимые протеинкинзы, а также кальций зависимую АТФ-азу, участвующих в 
дефосфорилировании легких цепей миозина, что приводит к выходу ионов кальция из 
мышечных волокон и в конечном итоге к вазодилатации [46].  
Блокада КАТФ-чувствительных калиевых каналов глибенкламидом в равной 
степени, как и дибазол, усиливает эндотелийзависимую вазодилатацию и увеличивает 
чувствительность гладкомышечных клеток артериальных сосудов к высвобождаемому 
эндотелием монооксиду азота. Совместная блокада синтеза монооксида азота L-NAME и 
АТФ-чувствительных калиевых каналов глибенкламидом частично ограничивает, но 
полностью не предупреждает вазорелаксацию, вызываемую ацетилхолином. Анализ 
литературы и собственных исследований показал, что глибенкламид, являясь блокатором 
КАТФ-каналов, сам способен активировать NO-зависимый и NO-независимый механизмы 
активации цГМФ [45]. Эти данные наводят на мысль о том, что и дибазол, и глибенкламид 
имеют схожий механизм действия. Учитывая тот факт, что цГМФ – активный 
внутриклеточный посредник, регулирующий работу мембранных ионных каналов, 
процессы фосфорилирования белков (через протеинкиназы), активность 
фосфодиэстеразы, а также другие реакции, можно предположить, что дибазол через NO-
зависимый механизм активации вторичного посредника цГМФ может модулировать 
активацию АТФ-чувствительных калиевых каналов. цГМФ-зависимые протеинкиназы 
способны фосфорилировать домены КАТФ-калиевых каналов, тем самым способствуя вазо- 
и кардиопротекции [31, 32]. Мийоши с соавторами [34] продемонстрировали, что 
монооксид азота повышает активность АТФ-чувствительных калиевых каналов 
гладкомышечных клеток сосудов. Кроме того, известно о прямой активации 
митохондриальных КАТФ-калиевых каналов экзогенным монооксидом азота. Активацию 
АТФ-чувствительного калиевого канала рассматривают как потенциальный механизм 
защиты миокарда в раннем и позднем ишемия-реперфузионном повреждении [16]. 
Совместное использование дибазола и блокатора АТФ-чувствительных калиевых 
каналов глибенкламида приводит к снижению эндотелийзависимой вазодилатации в 
отличие от их раздельного воздействия. Этот факт объясняется тем, что при 
однонаправленном действии дибазола и глибенкламида, вероятно, наблюдается 
десенситизация растворимой гуанилатциклазы (р-ГЦ). Взятые вместе эти факты привели 
нас к предположению о том, что чувствительность системы растворимой гуанилатциклазы 
и накопление ц-ГМФ в гладкомышечных клетках, по-видимому, регулируется 
количеством воздействующего на нее NO. В случае гиперпродукции она значительно 
снижается и тем самым предупреждает избыточность или компенсирует недостаточность 
его вазодилататорного эффекта. Эти предположения согласуются с данными других 
исследователей. В частности, Deel E.D и соавторы в 2007 показали, что гиперэкспрессия 
конституциональной NO-синтазы снижает сосудорасширяющий эффект и 
чувствительность гладкомышечных клеток сосудов к монооксиду азота, вероятно, в 
результате изменения активности гуанилатциклазы [44]. Также известно, что длительное 
воздействие доноров NO на гладкомышечные клетки приводит даже к подавлению 
экспрессии генов, ответственных за синтез р-ГЦ [47]. Кроме того, пролонгированная 
экспозиция in vitro и in vivo сосудистой гладкой мышцы с донорами NO приводит к 
уменьшению ответной реакции на его последующее добавление [48].  
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6.4. Влияние дибазола на функциональную активность ВКСа-каналов в условиях 
блокады системы синтеза монооксида азота 
После блокады ВКСа-каналов тетраэтиламмонием вызываемая ацетилхолином 
релаксация изолированного кольца аорты была меньше, чем в контроле и составляла 31% 
от предварительного предсокращения при концентрации ацетилхолина 5×10-5М (р<0,05) 
(рис. 6.5, табл. 6.4).  
После блокады ВКСа-каналов концентрация ацетилхолина, вызывающая 
полумаксимальный ответ аорты не изменялась. Так, ЕС50 в контроле равнялась 1,44×10-
7М, после блокады ВКСа-каналов тетраэтиламмонием ЕС50 составила 1,20×10-71,2×10-7М. 
Добавление в ванночку для перфузии дибазола на фоне блокады ВКСа-каналов, 
ацетилхолинзависимая релаксация кольца аорты была выражена еще в меньшей степени 
по сравнению с группой животных на фоне блокады ВКСа-каналов без дибазола и 
составила 15% (р0,05, рис. 6.5, табл. 6.4). Добавление в ванночку дибазола на фоне 
блокады кальцием активируемых калиевых каналов приводило к увеличению 
чувствительности эндотелия и составило 2,7523×10-8М (для сравнения в контроле ЕС50 – 
1,44×10-7М). 
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Рисунок 6.5. Влияние дибазола на функциональную активность ВКСа-каналов. Примечание: по 
оси абсцисс – Log концентрации ацетилхолина, по оси ординат – % расслабления. ■ – группа 
контрольных животных; ▲- тетраэтиламмоний; ●- тетраэтиламмоний+дибазол. *- р<0,05 по 
сравнению с контрольной группой животных 
При блокаде синтеза монооксида азота L-NAME и ВКСа-каналов 
тетраэтиламмонием дилатация кольца аорты достигала максимума при концентрации 
ацетилхолина в ванночке 10-4М – 15%. После добавления в ванночку дибазола, 
тетраэтиламмония и L-NAME, ацетилхолинзависимая дилатация кольца аорты составила 
14% (рис. 6.6, табл 6.4).  
*
*
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Рисунок 6.6. Влияние дибазола на функциональную активность ВКСа- каналов в условиях блокады 
синтеза монооксида азота L-NAME. Примечание: по оси абсцисс – Log[M] ацетилхолина, по оси 
ординат – % расслабления ; - р<0,05 по сравнению с контрольной группой животных.
* * *******
* * *
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После блокады ВКСа-каналов на фоне L-NAME ЕС50 снизилась и составляла 
1,99×10-8М, что свидетельствует о повышении чувствительности эндотелия к 
ацетилхолину (табл. 6.5). При добавлении в перфузионный раствор дибазола на фоне 
тетраэтиламмония и L-NAME ЕС50 оставалась такой же, как и в предыдущей группе 
составила 1,94×10-8М (табл. 6.5). Таким образом, блокада синтеза монооксида азота не 
вносила различий между группами в ацетилхолинзависимую дилатацию кольца аорты.  
Таблица 6.5. Влияние дибазола на концентрацию ацетилхолина, вызывающую 
полумаксимальную дилатацию кольца аорты на фоне блокады ВКСа-каналов 
Группа животных 
Вещества, 
добавляемые в 
перфузионный 
раствор 
EC50, М CI 95% EC50, М Log EC50 
Контроль (n=10) - 1,44×10-7 1,32×10-7 – 1,58×10-7 -6,84±0,010 
Тетраэтиламмоний 
(n=8) 
Тетраэтиламмоний 1,20×10-7 9,51×10-8 – 10,51×10-
7
-6,92±0,050 
Тетраэтиламмоний 
+дибазол 
(n=6) 
Тетраэтиламмоний
+дибазол 
2,75×10-8* 2,20×10-8 – 3,42×10-8 -7,56±0,040 
L-NAME (n=7) L-NAME 1,55×10-9* 6,41×10-10 – 3,75×10-9 -8,80±0,010 
Тетраэтиламмоний 
+L-NAME (n=7) 
Тетраэтиламмоний
+L-NAME 
1,99×10-8* 1,91×10-8 – 2,08×10-8 -7,70±0,009 
Тетраэтиламмоний 
+L-NAME+ 
дибазол (n=8) 
Тетраэтиламмоний 
+L-NAME+ 
дибазол 
1,94×10-8* 1,76×10-8 - 2,13×10-8 -7,71±0,009 
Примечание -*-р<0,05 по сравнению с контрольной группой животных; n- количество животных в 
группе. 
В результате проведенного исследования было установлено, что дибазол усиливает 
эндотелийзависимую вазодилатацию и увеличивает чувствительность гладкомышечных 
клеток артериальных сосудов к высвобождаемому эндотелием монооксиду азота. Блокада 
синтеза монооксида азота L-NAME частично ограничивает, но полностью не 
предупреждает вазорелаксацию, вызываемую ацетилхолином в присутствии дибазола. 
Эти факты позволяют заключить, что дибазол модулирует функцию эндотелия через NO-
зависимые механизмы и, вероятно, путем прямого (NO-независимая активация) действия 
на гладкомышечные клетки сосудов, увеличивает образование растворимой 
гуанилатциклазы (рГЦ), что приводит к накоплению цГМФ. Последний активирует 
цГМФ-зависимые протеинкинзы, а также кальций зависимую АТФ-азу, участвующих в 
дефосфорилировании легких цепей миозина, что приводит к выходу ионов кальция из 
мышечных волокон и в конечном итоге к вазодилатации [39].  
Блокада ВКСа-каналов тетраэтиламмонием приводила к уменьшению 
ацетилхолинзависимой NO-опосредуемой вазодилатации изолированного кольца аорты по 
сравнению с контрольной группой животных в 2 раза и составила 31%. Возможно, это 
связано с тем, что монооксид азота, синтезируемый эндотелием, частично опосредует 
свой эффект через активацию активируемых кальцием калиевых каналов. Однако 
механизмы прямой активации ВКСа-каналы монооксидом азота до конца еще не ясны. 
Предполагают, что активация ВК-каналов может быть связана с редокс реакцией, 
изменением конфигурации SH-групп цистеина и взаимодействием метала с белком гема.  
Кальцием активируемые калиевые каналы играют важную роль в расслаблении 
гладкомышечных клеток сосудов. Открытие ВКСа-каналов связано с увеличением 
внутриклеточной концентрации ионов кальция, что сопровождается выходом ионов калия 
из клетки и развитием гиперполяризации мембраны. Это приводит к закрытию 
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потенциалзависимых кальциевых каналов и расслаблению гладкомышечных клеток. 
Таким образом ВКСа-каналы оказывают демпфирующий эффект на зависимую от 
деполяризации активацию кальциевых каналов, ограничивают количество входящих в 
клетку ионов кальция, что способствует ослаблению сократительной активности 
гладкомышечных клеток и, следовательно, снижению тонуса сосудов. Эндогенные 
сосудорасширяющие вещества могут изменять активность ВК-каналов, действуя через 
цГМФ-зависимые механизмы или через изменение частоты и амплитуды кальциевых 
«спарков» из саркоплазматического ретикулума гладкомышечных клеток. цГМФ-
зависимые механизмы активации ВК-каналов можно представить себе следующим 
образом: оксид азота, образовавшийся в ходе ферментативной реакции, проникает к 
гладкомышечным клеткам сосудов и активирует растворимую гуанилатциклазу (рГЦ). 
Активация рГЦ влечет за собой ряд превращений, а именно превращает ГТФ в цГМФ, 
последняя фосфорилирует цГМФ-зависимую протеинкиназу G. Такая реакция 
сопровождается уменьшением концентрации ионов кальция внутри гладкомышечных 
клеток сосуда и как следствие, гиперполяризацией и их расслаблением. 
При добавлении в перфузионный раствор дибазола на фоне блокады ВКСа-каналов 
ацетилхолинзависмая вазодилатация уменьшилась дополнительно в 2 раза по сравнению с 
группой животных с ТЭА без дибазола и составила 15% (в группе животных с 
добавлением дибазола без ТЭА ацетилхолинзависимая вазодилатация составила 80%). 
Таким образом, можно предположить, что вазорелаксирующий эффект дибазола может 
быть частично обусловлен активацией ВКСа-каналов, причем механизмы активации 
данныхт каналов дибазолом могут быть связаны либо с усилением высвобождения 
монооксида азота из эндотелия, либо с действием непосредственно на гладкую мышцу 
сосудов, увеличивая концентрацию ц-ГМФ и активируя ВКСа-каналы гладкомышечных 
клеток, тем самым увеличивая ацетилхолинзависимую вазодилатацию. 
На следующем этапе мы определили роль монооксида азота в реализации 
ацетилхолинзависимой вазодилатации на фоне блокады ВКСа-каналов. В результате 
проведенных экспериментов было показано, что ацетилхолинзависимая вазодилатация на 
фоне блокады ВКСа-каналов и синтеза монооксида азота была снижена в 2 раза по 
сравнению с группой животных с интактной системой монооксида после блокады ВКСа-
каналов, однако не отличалась от группы животных с блокированной системой синтеза 
моноксида азота и интактными ВКСа-каналами. Это доказывает, что определяющую роль в 
ацетилхолинзависимой вазодилатации играет эндотелиальный монооксид азота, который 
реализует свой эффект частично через активацию ВКСа-каналов.  
При добавлении в перфузионный раствор дибазола на фоне фоне блокады ТЭА 
ВКСа-каналов и синтеза монооксида азота ацетилхолинзависимая вазодилатация 
составляла 15 %, что выражено в 2 раза слабее, чем в группе животных без ТЭА с 
дибазолом и блокадой синтеза монооксида азота. Таким образом, можно предположить, 
что дибазол оказывает свой эффект двумя путями. Во-первых, NO-зависимый механизм 
усиливает высвобождение монооксида азота из эндотелия. Во-вторых, NO-независимый 
механизм – непосредственно влияя на гладкомышечные клетки сосудов, активируя ВКСа-
каналы, возможно, через увеличение внутриклеточной концентрации ц-ГМФ. 
Следовательно, возможно, дибазол, реализует свой эффект при интактной системе синтеза 
монооксида азота и высокой функциональной активности ВКСа-каналов.  
6.5. Влияние 2-этилтиобензимидазола гидробромида на выраженность дилатации 
сегмента аорты 
сследование проведено на 49 белых нелинейных крысах-самках массой 180-220 г. 
Кольца аорты сокращались в изометрическом режиме (датчик силы F30 Type372 (Hugo 
Sachs Elektronik, ФРГ)). Вазодилатацию оценивали классическим способом 
(предсокращали гладкомышечные клетки кольца аорты фенилэфрином, 10-6 М) с 
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последующим кумулятивным добавлением в перфузионный раствор одно из исследуемых 
веществ либо 2-этилтиобензимидазола гидро-бромид от 10-15 до 10-3 М, либо NS-1619 от 
10-10 до 10-3 М. Для выяснения роли ВКСа-каналов в вазодилатации использовали 
блокатор тетраэтиламмоний (ТЭА). Была выбрана его концентрация 1 мМ, как 
избирательно блокирующая BKCa-каналы [25]. Обработка полученных результатов 
проводилась с применением пакета статистических программ Microsoft Excel 2000, 
STATISTICA 10.0, а также программного обеспечения GraphPad Prism (San Diego, 
California, USA). Цифровые данные представляли как М±m.Различия принимали 
достоверными при значении вероятности ошибки p<0,05. 
Исходное напряжение сегмента аорты в группах животных с интактным и 
удаленным эндотелием в присутствии и отсутствии блокатора ВКСа-каналов ТЭА 
составляло в среднем 1790±48 мН и 1802±52 мН соответственно. Сократительный ответ 
сегмента аорты на фенилэфрин не отличался между исследуемыми группами и составлял 
в среднем 3460±115,1 мН. Таким образом, исходные условия для действия 2-
этилтиобензимидазола гидробромида были одинаковые. Добавление в ванночку для 
перфузии 2-этилтиобензимидазола гидробромида в возрастающей концентрации 
приводило к дозозависимому расслаблению гладкой мышцы сегмента аорты крысы с 
интактным эндотелием. Дилатация начиналась при концентрации 2-
этилтиобензимидазола гидробромида 10-9 М, при этом максимальная дилатация 
достигалась при концентрации исследуемого препарата 10-3 М и составляла 38% от 
прироста напряжения сегмента аорты, вызванного фенилэфрином. На фоне удаленного 
эндотелия вазодилатация изолированного сегмента аорты начиналась при концентрации 
ацетилхолина 10-8 М, достигала максимума при концентрации 10-3 М и составляла 22% от 
прироста напряжения сегмента, вызванного фенилэфрином (рис. 6.7). 
Рисунок 6.7. Влияние возрастающих концентраций 2-этилтиобензимидазола гидробромида на 
величину дилататорного ответа изолированного кольца аорты, выраженное в процентах, на фоне 
интактного и удаленного эндотелия. Примечание: по оси абсцисс – log концентрации 2-
этилтиобензимидазола гидробромида (М); по оси ординат – процент расслабления, развившегося в 
ответ на введение в перфузионный раствор 2-этилтиобензимидазола гидробромида. Цифровые 
данные представлены как М±m. * - р<0,05 по сравнению с контролем в условиях интактного 
эндотелия. ■ – группа животных с интактным эндотелием, ▲ – группа животных с удаленным 
эндотелием 
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Добавление в перфузионный раствор блокатора ВКСа-каналов тетраэтиламмония 
аннулировало вазорелаксирующий эффект 2-этилтиобензимидазола гидробромида как в 
условиях интактного, так и удаленного эндотелия (рис. 6.8). Таким образом, можно 
заключить, что вызванная 2-этилтиобензимидазолом гидробромидом вазодилатация 
изолированного сегмента аорты формируется за счет активации ВКСа-каналов 
гладкомышечных клеток сосуда. 
-15 -13 -11 -9 -7 -5 -3
0
10
20
30
40
50
60
lo g  [ п р о и зв о д н о е  б е н зи м е д а зо л а ] ,М
%
, 
р
а
с
с
л
а
б
л
е
н
и
я
Рисунок 6.8. Влияние возрастающих концентраций 2-этилтиобензимидазола гидробромида на 
величину дилататорного ответа изолированного кольца аорты, выраженное в процентах, на фоне 
интактного и удаленного эндотелия, в условиях блокады ВКСа-каналов тетраэтиламмонием. 
Примечание: по оси абсцисс – log концентрации 2-этилтиобензимидазола гидробромида (М); по 
оси ординат – процент расслабления, развившегося в ответ на введение в перфузионный раствор 
2-этилтиобензимидазола гидробромида. Цифровые данные представлены как М±m. ● – группа 
животных с удаленным эндотелием на фоне блокады ВКСа-каналов тетраэтиламмонием; □ – 
группа животных с интактным эндотелием на фоне блокады ВКСа- каналов тетраэтиламмонием 
6.6. Влияние NS-1619 на выраженность дилатации сегмента аорты 
Исходное напряжение сегмента аорты в группе животных с интактным эндотелием 
составляло в среднем 1860±44 мН. В группе животных с интактным эндотелием прирост 
напряжения после введения в перфузионный раствор фенилэфрина составлял 3124±38 мН. 
Под влиянием кумулятивного введения в ванночку активатора ВКСа-каналов NS-1619 (10-
8 – 10-3М) релаксация сегмента аорты не наблюдалась. Так, при концентрации активатора 
в ванночке 10-3М расслабление составляло всего лишь 8% от величины прироста, 
вызываемого введением фенилэфрина (рис. 6.9). Исходя из полученных данных, можно 
предположить, что действие активатора ВКСа-каналов NS-1619 экранируется 
метаболитами эндотелиального происхождения, предположительно монооксидом азота 
(NO). Поэтому на следующем этапе эндотелий аккуратно удаляли хлопковой нитью путем 
однократного прокручивания ею по внутренней стенке подготовленного сегмента аорты. 
Исходное напряжение сегмента аорты с удаленным эндотелием контрольной группы 
животных и прирост в ответ на введение фенилэфрина были выражены в той же степени, 
что и в группе животных с интактным эндотелием. Возрастающие концентрации NS-1619 
в сегментах аорты с удаленным эндотелием приводили к дозозависимому расслаблению. 
При концентрации NS-1619 в перфузионном растворе 10-3М расслабление составляло 
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45%, что не отличалось от вазодилататорного эффекта 2-этилтиобензимидазола 
гидробромида (рис. 6.9). 
Рисунок 6.9. Влияние возрастающих концентраций NS1619 на величину дилататорного ответа 
изолированного кольца аорты, выраженное в процентах, на фоне интактного и удаленного 
эндотелия. Примечание: по оси абсцисс – log концентрации NS1619 (М); по оси ординат – процент 
расслабления, развившегося в ответ на введение в перфузионный раствор NS1619. Цифровые 
данные представлены как М±m. * - р<0,05 по сравнению с контролем в условиях интактного 
эндотелия; ■ – группа животных с интактным эндотелием; ▲ – группа животных с удаленным 
эндотелием 
Известны некоторые механизмы активации ВКСа-каналов NS-1619. Во-первых, NS-
1619 может непосредственно действовать на ВКСа-калиевый канал, через рецепторы G-
белка или за счет фосфорилирования субъединиц канала [24]. Во-вторых, активация 
канала NS-1619 является частично следствием ограниченного увеличения 
внутриклеточной концентрации ионов Ca2+, что влечет за собой активацию ВКСа-
каналов, увеличение выхода ионов калия и, как следствие, гиперполяризацию мембраны 
гладкомышечных клеток [24]. От того, что вызванное NS-1619 увеличение 
внутриклеточной концентрации ионов кальция активирует BKCа-каналы, но не вызывает 
сокращение клетки, может быть тот факт, что NS-1619 очень хорошо растворим в липидах 
и поэтому может избирательно распределиться в плазмолемме и субплазмолеммальных 
участках мембран, в том числе и кавеоллах мембран. Этот пул Са2+ представляет собой 
так называемый «несократительный компартмент», так как депонированный в мембране 
Са2+ не участвует в генерации сокращения, а выполняет другие внутриклеточные 
функции. Кроме того, NS-1619 также ингибирует потенциал-зависимые Ca2+-каналы, 
потенциал-зависимые K+-каналы, KATФ-калиевые каналы. Подобные свойства 
активаторов ВКСа-каналов позволяют предполагать возможность применения селективных 
активаторов ВКСа-каналов для лечения и профилактики сердечно-сосудистых 
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заболеваний. Впервые в работе показано, что 2-этил-тиобензимидазола гидробромид 
оказывает вазодилататорный эффект через активацию ВКСа-каналов гладкомышечных 
клеток. Обращает на себя внимание и тот факт, что действие 2-этилтиобензимидазола 
гидробромида на калиевые каналы реализуется в присутствии эндотелия сосудов и 
частично в денудированных сосудах. Напротив, NS1619 реализует свой эффект только в 
отсутствии эндотелия. Этот факт наводит на мысль о том, что действие исследуемого 
вещества реализуется через иные механизмы, отличные от механизма действия NS1619, и 
требует дальнейшего изучения. Выявленное действие 2-этилтиобензимидазола 
гидробромида на калиевые каналы гладкомышечных клеток артериальных сосудов 
позволит применять его не только как препарат для коррекции гомеостаза организма в 
условиях воздействия экстремальных факторов различного генеза, но и как средство, 
вызывающее дилатацию артериальных сосудов через активацию ВКСа-каналов, в 
частности, для профилактики и лечения артериальной гипертензии. Лекарственные 
препараты, изготовленные на основе отечественного 2-этилтиобензимидазола 
гидробромида, могут быть значительно дешевле зарубежных аналогов. 
6.7. Возможность профилактики стрессорных изменений коронарного 
кровообращения и сократительной функции миокарда зависит от состояния 
функциональной активности КАТФ-каналов 
В опытах на сердце крысы, изолированном по методу Лангендорфа, в условиях 
постоянного давления (методика писана выше). Определяли величины объемной скорости 
коронарного потока (коронарный поток), индекс ауторегуляции, максимальный 
гиперемический коронарный поток, коронарный расширительный резерв, а также 
оценивали сократительную активность миокарда и интенсивность перфузии. Каждый 
опыт состоял из двух этапов. На первом этапе сердце перфузировали раствором Кребса-
Хензелайта, на втором – этим же раствором, но с добавлением одного из ингибиторов. 
Таким образом, контрольные и экспериментальные данные были получены на одном и 
том же сердце.  
Каждый эксперимент состоял из двух этапов. На первом этапе сердце 
перфузировали раствором Кребса-Хензелайта, содержащим растворитель в концентрации 
0,05% (V/V). На втором этапе перфузировали таким же раствором, но с добавлением 
ингибитора КАТФ-каналов глибенкламида (10 мкМ). Вклад КАТФ-каналов в регуляцию 
тонуса сосудов сердца, определяли по величине вазоконстрикторного эффекта 
глибенкламида, выраженного в процентах от исходного кровотока. 
Стресс вызывали фиксацией животных на предметном столике в течение 6 ч. После 
этого их выпускали в клетку и через 1.5 часа брали в эксперимент. Адаптацию к стрессу 
проводили путем двух 3-дневных циклов иммобилизации по следующей схеме: крысу 
помещали в пластиковый пенал и погружали в воду с температурой (220С) до уровня 
шеи:1-й день - 5 мин., 2 - й день - 10 мин., 3 - й день - 15 мин. После 2-х дневного 
перерыва адаптацию повторяли. Глибенкламид в дозе 10мг/кг начинали вводить 
внутрибрюшинно за сутки до первого сеанса адаптации и продолжали на протяжении всех 
8 дней ее создания. Пинацидил (0,3 мкг/кг внутрибрюшинно) вводили в течение 3-4-х 
дней до стресса. Через сутки после последней инъекции воспроизводили 6-часовой 
иммобилизационный стресс. 
Все животные были разделены на 6 групп: группа 1-ая – контрольная (n=9), группа 
2-ая группа крыс - перенесшие 6-часовой иммобилизационный стресс (n=9), 3-ья – 
животные, которым до иммобилизации вводили пинацидил (n=6), 4-ая –группа крыс в 
течение 3-4-х дней внутрибрюшинно получала пинацидил (n=9), 5-ая - адаптированные и 
подвергнутые 6-часовой иммобилизации животные, которым одновременно с сеансами 
адаптации внутрибрюшинно вводили растворитель (диметилсульфоксимид в объеме 0,1 
188 
мл) (n=9), 6-ая – перенесшие иммобилизационный стресс после предварительной 
адаптации, воссозданной на фоне внутрибрюшинного введения глибенкламида (n=7).  
Обработка полученных результатов проводилась с применением пакета 
статистических программ Microsoft Excel 2000, STATISTICA 10.0, а также программного 
обеспечения GraphPad Prism (San Diego, California, USA). Цифровые данные представляли 
как М±m. Различия принимали достоверными при значении вероятности ошибки p<0,05. 
В изолированных сердцах крыс, которым внутрибрюшинно вводили глибенкламид 
на протяжении адаптации, иммобилизационный стресс вызывал увеличение объемной 
скорости коронарного потока при всех уровнях перфузионного давления в среднем на 
40% по сравнению с контролем, (для сравнения при стрессе вызываемого у 
неадаптированных крыс на 15-29% в диапазоне перфузионного давления 80-120 мм 
рт.ст.), и на 21% по сравнению с группой животных «адаптация+стресс», которым 
внутрибрюшинно в процессе адаптации вводили растворитель (рис. 6.10). Индекс 
ауторегуляции уменьшался на 29-35% при перфузионном давлении от 80 до 120 мм рт.ст. 
по сравнению с контролем. Максимальный гиперемический коронарный поток, 
определяемый при перфузионном давлении 80-120 мм рт.ст. увеличивался на 33% 
(p<0,05) – 18% соответственно по сравнению с контролем, а коронарный расширительный 
резерв снижался при перфузионном давлении 120 мм рт.ст. на 20% из-за возрастания 
исходной объемной скорости коронарного потока (при стрессе на 10%, а группе 
адаптация+стресс с предварительным введением диметилсульфоксимида коронарный 
расширительный резерв не отличался от контроля).  
Внутрибрюшинное введение блокатора АТФ-чувствительных калиевых каналов в 
группе животных «адаптация+стресс» сопровождалось увеличением интенсивности 
перфузии при перфузионном давлении 40, 80, 120 мм рт.ст. на 29, 50, 46% соответственно, 
что свидетельствовало о развитии явления гиперперфузии миокарда, вызванной 
пострессорным нарушением способности коронарных сосудов к ауторегуляции (табл. 6.6). 
Под влиянием иммобилизации у адаптированных на фоне внутрибрющинного введения 
глибенкламида животных развиваемое внутрижелудочковое давление, как и при стрессе, 
снижалось в среднем на 13% при всех уровнях перфузионного давления по сравнению с 
контролем и на 17% с группой «адаптация +стресс+DMSO», а интенсивность перфузии 
увеличилась на 29, 50 и 46% при перфузионном давлении 40, 80 и 100 мм рт.ст. 
соответственно (табл. 6.6). Следовательно, ингибирование функциональной активности 
КАТФ-каналов глибенкламидом нарушила развитие защитного антистрессорного эффекта 
коротких стрессорных воздействий в коронарных сосудах и миокарде. 
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Рисунок 6.10. Изменение объемной скорости коронарного потока при разных уровнях 
перфузионного давления (коронарная ауторегуляция) в группе адаптированных животных 
перенесших иммобилизацию на фоне внутрибрюшинного введения ГЛБ. По оси абсцисс – 
перфузионное давление в мм рт.ст., по оси ординат – объемная скорость коронарного потока в 
мл/мин. -*р<0,05 по сравнению с контролем 
Введение в коронарное русло изолированного сердца адаптированных и 
перенесших стресс крыс (предварительное внутрибрюшинное введение блокатора КАТФ-
каналов) глибенкламида, сопровождалось, снижением объемной скорости коронарного 
потока в среднем на 29,8% (для сравнения в контроле на 40%, рис. 6.11, А) и увеличением 
индекса ауторегуляции при перфузионном давлении 60, 80 и 120 мм рт.ст. на 45, 22 и 23% 
соответственно (табл. 6.6). Под влиянием глибенкламида максимальный гиперемический 
коронарный поток уменьшался в той же степени, как и после иммобилизационного 
стресса на 25-23%, что было почти в 2 раза меньше, чем в контроле (на 45-55%) (для 
сравнения при стрессе на 24-28%, (p<0,05; рис. 6.11, Б). Развиваемое внутрижелудочковое 
давление снижалось в среднем на 17% (при стрессе на 14%, рис. 6.11, В), а коронарный 
расширительный резерв, как и в контроле не изменялся. 
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Рисунок 6.11. Влияние внутрибрюшинного введение глибенкламида на изменения объемной 
скорости коронарного потока (А), максимального гиперемического коронарного потока (Б) и 
развиваемого внутрижелудочкового давления (В) у животных перенесших стресс после 
предварительной адаптации к коротким стрессорным воздействиям. По оси абсцисс – 
перфузионное давление в мм рт.ст., по оси ординат – % изменения. * - р<0,05 по сравнению с 
группой адаптация+стресс +DMSO 
Предварительное внутрибрюшинное введение пинацидила, в контрольной группе 
животных не приводило к изменению объемной скорости коронарного потока (рис. 6.12), 
индекса ауторегуляции, максимального гиперемического потока, коронарного 
расширительного резерва и развиваемого внутрижелудочкового давления (табл. 6.7). 
В группе животных перенесших стресс после предварительного 
внутрибрюшинного введения пинацидила объемная скорость коронарного потока, индекс 
ауторегуляции, максимальный гиперемический коронарный поток, коронарный резерв и 
развиваемое внутрижелудочковое давление так же не отличалась от контроля. 
Следовательно, предварительное введение пинацидила не оказывая влияния на показатели 
коронарной ауторегуляции, в значительной степени ограничила пострессорное снижение 
тонуса сосудов сердца, и предупредило снижение сократительной функции миокарда. 
* * * * *
* * * * *
* * * * * 
* * 
* * *
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Рисунок 6.12. Изменение объемной скорости коронарного потока при разных уровнях 
перфузионного давления (коронарная ауторегуляция) в группе животных перенесших 
иммобилизацию на фоне внутрибрюшинного введения пинацидила. По оси абсцисс – 
перфузионное давление в мм рт.ст., по оси ординат – объемная скорость коронарного потока в 
мл/мин. -*р<0,05 по сравнению с контролем 
Предварительное введение пинацидила в контрольной группе животных 
сопровождалось тенденцией увеличения коронароконстрикторного эффекта 
глибенкламида (на 13%), добавленного в раствор Кребса, что можно оценить как 
некоторое увеличение их функциональной активности связанное с предварительным 
введением активатора КАТФ-каналов. Однако, сократительная функция миокарда при этом 
снижалась как и в контроле на 36% (р>0,05) (рис. 6.13, В). Интенсивность перфузии 
достоверно не изменялась.  
Перфузия изолированного сердца животных перенесших стресс после 
предварительного введения пинацидила раствором с глибенкламидом сопровождалось 
таким же, как в контроле (на 34-41%) и более значительным, чем после стресса 
уменьшением объемной скорости коронарного потока (для сравнения после стресса 
объемная скорость коронарного потока снижалась на 28% р<0,05, рис. 6.13, А). Индекс 
ауторегуляции увеличивался при перфузионном давлении от 80 до 120 мм рт.ст. на 72, 80, 
50% соответственно. В сердцах животных перенесших стресс после пинацидила снижение 
максимального гиперемического потока под влиянием глибенкламида как и в контроле 
составляло 36-41% (р>0,05) (для сравнения при стрессе на 24-28%) (рис. 6.13, Б), и 
указывало на сохранение функциональной активности КАТФ-каналов. В этой группе 
животных под влиянием глибенкламида развиваемое внутрижелудочковое давление 
снижалось при всех уровнях перфузионного давления в среднем на 28% (рис. 6.13, В, для 
сравнения в контроле на 29%; после стресса на 14% р<0,05). Следовательно, можно 
заключить, что предварительное введение активатора АТФ-чувствительных калиевых 
каналов пинацидила сопровождается увеличением функциональной активности данных 
каналов, и, очевидно, предупреждает их постстрессорное повреждение.  
*
*
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Рисунок 6.13. Влияние внутрибрюшинного введение пинацидила на изменения объемной 
скорости коронарного потока (А), максимального гиперемического коронарного потока (Б) и 
развиваемого внутрижелудочкового давления (В) у животных перенесших. По оси абсцисс – 
перфузионное давление в мм рт.ст., по оси ординат – % изменения. * - р<0,05 по сравнению с 
группой стресс +ГЛБ 
Подводя итог, можно заключить, что блокада АТФ-чувствительных калиевых 
каналов в течение адаптации к коротким стрессорным воздействиям, приводит к 
нарушению формирования ее защитного эффекта. У адаптированных животных, 
получавших глибенкламид, иммобилизация сопровождалась теми же изменениями тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции миокарда, как и у неадаптировых. Эти 
данные согласуются с работой Kane G. C et. al [19] о том, что, физическая нагрузка 
животных, в кардиомиоцитах которых отсутствовали КАТФ-каналы, не приводила к 
развитию адаптации, а сопровождалась появлением некрозов миокарда, аритмий и 
внезапной смерти.  
Таким образом, реализация адаптационного эффекта коротких стрессорных 
воздействий существенным образом зависит от состояния КАТФ-каналов. В тоже время 
предварительное введение активатора КАТФ-каналов пинацидила полностью 
предупреждает появление постстрессорных нарушений тонуса коронарных сосудов и 
сократительной функции миокарда. КАТФ-каналы, как один из представителей семейства 
калиевых каналов сарколеммы приводит к торможению вазоконстрикторной активности 
катехоламинов и многочисленных вазоактивных регуляторных молекул, 
накапливающихся в крови при длительном стрессе. Это происходит благодаря 
ограничению накопления ионов кальция в гладких миоцитах, что предупреждает развитие 
вазоконстрикторных реакций, которые могут окончиться сосудистым спазмом. Этот факт 
становится очень важным, если учесть, что длительный и интенсивный 
* * *
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*
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В
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иммобилизационный стресс приводит к уменьшению функциональной активности КАТФ-
каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов и сопровождается снижением их 
чувствительности к активаторам, расширяющим сосуды, а также увеличивает 
чувствительность сосудов сердца к коронароконстрикторам [1]. Последнее создает 
условия для возникновения явления подобного стенокардии Принцметала [35]. В 
результате можно сделать заключение о том, что КАТФ-каналы могут рассматриваться как 
одна из стресс-лимитирующих систем, расположенная в гладкомышечных клетках 
коронарных сосудах. 
Кроме того, на основании представленных фактов можно констатировать, что 
активаторы КАТФ-каналов обладают защитным эффектом и могут быть использованы для 
предупреждения постстрессорных нарушений сократительной функции гладкомышечных 
клеток коронарных сосудов и кардиомиоцитов. 
6.7.1. Предварительное введение пинацидила предупреждает 
постстрессорнное нарушение тонуса коронарных сосудов 
Активаторы калиевых каналов, включая диазоксид, пинацидил, кромакалим и 
никорандил, являются структурно разнообразной группой препаратов, которые 
открывают KATФ каналы в различных типах клеток, таким образом, вызывая 
гиперполяризацию плазматической мембраны и уменьшая электрическую активность [17]. 
Было показано, что различные SUR субъединицы обладают различной 
чувствительностью к активатору. Например, Kir6.2/SUR1 каналы активируются только 
диазоксидом, Kir6.2/SUR2A каналы активируются пинацидилом и кромакалимом, однако 
слабо диазоксидом, в то время как Kir6.2/SUR2B каналы активируются диазоксидом, 
пинацидилом и кромакалимом. [15, 20, 28, 30] Кроме того, недавнее исследование 
показало, что активаторы, такие как пинацидил, стимулируют гидролиз АТФ в NBF-2 и, 
тем самым вызывая открытие канала, стабилизируют его в Mg-нуклеотид связанном 
состоянии [18, 41]. 
Активация КАТФ-каналов приводит к гиперполяризации мембраны, в результате 
снижения концентрации свободного внутриклеточного кальция проявляются 
вазодилататорные эффекты в клетках гладкой мускулатуры (сосудов, бронх, мочевого 
пузыря и т.д.). Показано, что активаторы калиевых каналов проявляют 
сосудорасширяющие, гипотензивные и антигипертензивные эффекты, сопровождающиеся 
тахикардией и стимуляцией ренин-ангиотензиновой системы [29]. 
Однако мало данных о роли активатора КАТФ-каналов, в частности, пинацидила, в 
предупреждении стрессорных нарушений тонуса коронарных сосудов. 
Учитывая вышеописанные факты, мы предположили, что 1) пинацидил может 
быть вовлечен в механизмы профилактики стресс-индуцированных нарушений тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции миокарда; 2) предварительное 
использование пинацидила предупреждает стресс-индуцированное снижение 
функциональной активности КАТФ-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов. 
Все животные были разделены на группы: 1-ая группа – интактные животные 
(n=8); 2-ая группа – контрольные животные, которым в течение 3 дней внутрибрюшинно 
вводили физиологический раствор – «Контроль» (n=8); 3-я - животные, которым в течение 
3 дней внутрибрюшинно вводили пинацидил – «Контроль+пинацидил» (n=8), 4-ая – 
«Стресс» (n=8); 5-ая – группа животных, перенесших стресс на фоне предварительного 
внутрибрюшинного введения пинацидила – «Стресс+пинацидил» (n=8).  
Тонус коронарных сосудов и сократительную функцию миокарда изучали на 
препаратах сердец крыс, изолированных по методу Лангендорфа (методика описана 
выше) в условиях постоянного потока. Каждый эксперимент состоял из двух этапов. На 
первом этапе сердце перфузировали раствором Кребса-Хензелайта, содержащим 
растворитель в концентрации 0,05% (v/v). На втором этапе перфузировали таким же 
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раствором, но с добавлением ингибитора КАТФ-каналов глибенкламида (ГЛБ, который 
растворяли в DMSO - Dimethyl sulfoxide) в концентрации 10 мкМ. Таким образом, 
эксперименты были выполнены на одном сердце. Вклад каналов в регуляцию тонуса 
сосудов сердца, определяли по величине вазоконстрикторного эффекта глибенкламида, 
т.е. по величине прироста коронарного перфузионного давления, выраженного в % от 
исходного.  
Показатели коронарного перфузионного (КПД) и развиваемого 
внутрижелудочкового давления (РВД) между группами «Интактные животные» и 
«Контрольные животные» не различались. Исходя из этого, сравнительный анализ 
полученных результатов производился по отношению к группе «Контроль».  
В группе контрольных животных коронарное перфузионное давление (КПД), 
определяемое при ОСКП 10 мл/мин, составляло 78 мм рт. ст., а развиваемое 
внутрижелудочковое давление – 77 мм рт.ст. Добавление в перфузионный раствор 
блокатора КАТФ-каналов ГЛБ сопровождалось изменением КПД на 92%, а РВД 
уменьшалось на 29%. Показатели КПД и РВД в группах «Контроль» и 
«Контроль+пинацидил» были сопоставимы между собой. Введение в коронарное русло 
ГЛБ группы «Контроль+пинацидил» сопровождалось изменением КПД на 118% (р>0,05, 
по сравнению с группой «Контроль+ГЛБ»). РВД при этом изменялось на 29%. Таким 
образом, после внутрибрюшинного введения пинацидила наблюдалась тенденция к 
увеличению функциональной активности КАТФ-каналов гладкомышечных клеток 
коронарных сосудов. 
В сердцах животных, перенесших стресс, КПД и РВД снижались на 23 и 26%, 
соответственно (р<0,05, по сравнению с контрольными показателями). Следовательно, 
иммобилизационный стресс приводил к постстрессорному снижению тонуса коронарных 
сосудов и сократительной функции миокарда. Добавление ГЛБ в коронарное русло 
изолированного сердца крыс, перенесших 6-часовую иммобилизацию, сопровождалось 
изменением КПД на 76%, что было на 16% меньше, чем в контроле (р<0,05). Под 
влиянием ГЛБ величина развиваемого внутрижелудочкового давления в группе «Стресс» 
изменялась на 21% (р<0,05, для сравнения, изменение РВД в контроле составило 29%). 
Стресс снижал эффективность действия ГЛБ в отношении величины КПД и РВД, что 
может быть обусловлено снижением функциональной активности КАТФ-каналов 
гладкомышечных, эндотелиальных клеток коронарных сосудов и кардиомиоцитов, то есть 
длительный эмоционально-болевой стресс сопровождается появлением пострессорной 
«каналопатии». 
Иммобилизационный стресс на фоне предварительного внутрибрюшинного 
введения пинацидила не сопровождался изменением тонуса коронарных сосудов и 
сократительной функции миокарда, значения были сопоставимы с данными контрольной 
группы животных. В группе «Стресс+пинацидил» интракоронарное введение ГЛБ 
сопровождалось изменением КПД на 95,5% (данные не отличаются от группы 
«Контроль+ГЛБ», рис. 6.14, 6.15), а РВД на 27%. Таким образом, предварительная 
активация КАТФ-каналов пинацидилом предупреждает постстрессорное снижение тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции миокарда, а также вызванные тяжелым 
стрессом нарушения функциональной активности КАТФ-каналов эндотелиальных и 
гладкомышечных клеток коронарных сосудов и клеток миокарда.  
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Рисунок 6.14. Влияние предварительного введения пинацидила на величину коронарного 
перфузионного давления у экспериментальных животных. Примечание: По оси абсцисс – группы 
экспериментальных животных: 1 – «Контроль»; 2 – «Стресс»; 3 – «Контроль+пинацидил»; 4 – 
«Стресс+пинацидил»; по оси ординат – величина коронарного перфузионного давления в мм рт. 
ст. * - р<0,05, по сравнению с группой «Контроль» 
Рисунок 6.15. Влияние глибенкламида (ГЛБ) на изменение величины коронарного перфузионного 
давления у экспериментальных животных. Примечание: по оси абсцисс – группы 
экспериментальных животных: 1 – «Контроль+ГЛБ»; 2 – «Стресс+ГЛБ»; 3 – 
«Контроль+пинацидил+ГЛБ»; 4 – «Стресс+пинацидил+ГЛБ»; по оси ординат – величина 
коронарного перфузионного давления в мм рт. ст.* - р<0,05, по сравнению с группой 
«Контроль+ГЛБ» 
*
*
* 
*
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В гомогенате миокарда крыс групп «Стресс» уровень транскриптов, кодирующих 
iNOS и NFkb, был выше в 6 и 1,8 раз, соответственно. Экспрессия генов eNOS при этом не 
изменялась. В группе «Контроль+пинацидил» уровень экспрессии генов, кодирующих 
iNOS, eNOS и NFkb, увеличивались в 1,9, 1,1 и 1,0 раза, соответственно.  
В сыворотке крови животных, перенесших стресс, активность iNOS увеличивалась 
в 3 раза, а eNOS – снижалась на 52%, по сравнению с контрольными показателями. В 
группе животных «Контроль+пинацидил» активность iNOS увеличивалась на 79%. А в 
группе «Стресс+пинацидил» активность iNOS возрастала в 1,1 раза (р<0,05), при этом 
значения активности eNOS между группами не различались.  
В группе животных, перенесших стресс, содержание eNOS в сыворотке крови 
снижалось на 78%, а индуцибельной – возрастало в 9 раз. В группе 
«Контроль+пинацидил» и «Стресс+пинацидил» содержание фермента eNOS и iNOS не 
отличались от контрольных показателей (табл. 6.8).  
Концентрация NO2-/NO3- в плазме крови крыс группы «Стресс» увеличивалась на 
41% (р<0,05, по сравнению с контрольным значением). В группах «Контроль+пинацидил» 
и «Стресс+пинацидил» концентрация NO2-/NO3- была такой же, как и в контроле (табл. 
6.8). 
Содержание диеновых коньюгатов и малонового диальдегида в миокарде после 
перенесенного стресса, возрастало в 3 раза (табл. 6.8), по сравнению с контрольными 
показателями, а в группах «Контроль+пинацидил» и «Стресс+пинацидил» не отличалось 
от контрольных значений (табл. 6.8). 
В группе «Стресс» концентрация С-реактивного белка увеличивалась в 2 раза, по 
сравнению с контрольными показателями, напротив, в группах «Контроль+пинацидил» и 
«Стресс+пинацидил» концентрация С-реактивного белка не отличалась от показателей 
группы «Контроль». Концентрация ИЛ-1β в сыворотке животных перенесших стресс 
составляла 22,3 пг/мл (р<0,001, для сравнения в контроле 0,6 пг/мл). Содержание ИЛ-1β в 
сыворотке животных групп «Контроль+пинацидил» и «Стресс+пинацидил» не отличалось 
от контрольных значений (табл. 6.8). 
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В препаратах сердец крыс групп «Контроль+пинацедил», eNOS локализовалась в 
кардиомиоцитах, реакция была выраженной (+++), в эндотелии сосудов – выраженная 
(+++), в гладкомышечных клетках сосудов – умеренная (++) (рис. 6.16, А). Экспрессия 
iNOS в группе «Контроль+пинацидил» наблюдалась в кардиомиоцитах и эндотелии 
сосудов. Реакция iNOS в кардиомиоцитах и гладкомышечных клетках была –умеренной 
(++), в эндотелии сосудов (+) – слабая (рис. 6.17, А).  
(А)  (Б) 
Рисунок 6.16. Экспрессия eNOS в образцах миокарда крыс: (А) Пинацидил; (В), 
Пинацидил+стресс. Окраска, anti-eNOS antibody. Увеличение 200 
(А) (Б) 
Рисунок 6.17. Экспрессия iNOS в образцах миокарда крыс: (А) Пинацидил; (В), 
Пинацидил+стресс. Окраска, anti-iNOS antibody. Увеличение 200 
В группе животных «Стресс+пинацидил» реакция eNOS была умеренной (++), 
окрашивание отмечалось в эндотелии сосудов и в цитоплазме кардиомиоцитов (рис. 6.16, 
Б). Реакция iNOS была слабой (+), преимущественно в цитоплазме кардиомиоцитов (рис. 
6.17, Б). Данные групп «контроль» и «стресс» - описаны ранее. 
Полученные экспериментальные данные позволяют констатировать, что КАТФ-
каналы играют ключевую роль в механизмах предупреждения постстрессорного 
нарушения тонуса коронарных сосудов. Пинацидил может быть рассмотрено как 
вещество, которое умеренно активирует iNOS, что создает условия для осуществления 
полноценного адаптационного ответа и является проявлением нормальных 
взаимоотношений систем локальной регуляции тонуса сосудов сердца. Умеренная 
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активация iNOS пинацидилом, вероятно, играет важную роль в поддержании адекватной 
биодоступности NO, участвующего в механизмах локальной регуляции тонуса сосудов 
сердца при стрессе.  
6.7.2. Предварительное введение 2-бензимедазола гидробромида предупреждает 
постстрессорное нарушение тонуса коронарных сосудов 
В век развития научно-технического прогресса, человек все чаще и 
продолжительнее испытывает психоэмоциональные перегрузки, связанные с напряженной 
интеллектуальной и управленческой деятельностью, высокими темпами и 
интенсификацией производства, с решением социально-экономических задач, 
усложнением межличностных отношений. Все эти и ряд других факторов являются 
ведущими причинами в возникновении целого ряда психических, нервных и 
психосоматических заболеваний.  
Болезни системы кровообращения являются наиболее частой причиной смерти 
людей во всем мире. По этой причине ежегодно умирает более 18 миллионов человек. В 
связи с этим, проблема профилактики сердечно-сосудистых заболеваний, является 
наиболее актуальной и не только в нашей стране. 
Все больший интерес в различных областях медицинской химии привлекают 
производные бензимидазола. Эти гетероциклы обладают различной фармакологической 
активностью: кардиотропной [6, 10, 21, 33], антиоксидантной [50], антиаритмической [27]. 
Zhang и соавт. показали, что эти соединения могут тормозить процессы ремоделирования 
миокарда, а также относиться к веществам, ингибирующим Na+/H+ обменник [21, 22]. Был 
продемонстрирован антигипертензивный эффект производных бензимидазола [36]. 
Изучены кардиозащитные и инотропные его эффекты [23, 27]. Производные 
бензимидазола способны снижать агрегацию тромбоцитов, а в условиях гипоксии 
стабилизировать работу сердца [12,  13].  
Известно, что производные бензимедазола активируют ВКСа-каналы 
гладкомышечных клеток. Например, действие производного бензимедазола NS1619, 
которое является «золотым стандартом» таких активаторов, сопровождается 
образованием супероксидного радикала, в результате чего активируются 
митохондриальные ВКСа-каналы, и, как следствие, наблюдается кардиопротекция, 
вызванная прекондиционированием [37, 42]. Ранее нами было показано, что производное 
бензимедазола – 2-этил-тиобензимидазола гидробромид (2-ЭТГ) активирует ВКСа-каналы 
и оказывает вазодилататорный эффект на гладкомышечные клетки сосудов аорты крыс 
[7]. Однако мало данных о влиянии производных бензимидазола при иммобилизационном 
стрессе в регуляции тонуса коронарных сосудов, сократительной функции миокарда и 
функциональной активности кальцием активируемых калиевых каналов, расположенных в 
гладкомышечных клетках венечных сосудов. 
Учитывая вышеописанное и в продолжение исследований производных 
бензимидазола, в нашей работе мы тестировали гипотезу о том, что: 1) предварительное 
использование 2-ЭТГ может быть вовлечен в механизмы профилактики стресс-
индуцированных нарушений тонуса коронарных сосудов и сократительной функции 
миокарда; 2) предварительное использование 2-ЭТГ предупреждает стресс-
индуцированное снижение функциональной активности ВКСа-каналов гладкомышечных 
клеток коронарных сосудов. 
Все животные были разделены на группы: 1-ая группа – интактные животные 
(n=8); 2-ая группа – контрольные животные, которым в течение 3 дней внутрибрюшинно 
вводили физиологический раствор – «Контроль» (n=8); 3-я - животные, которым в течение 
3 дней внутрибрюшинно вводили 2-этил-тиобензимидазола гидробромид в дозе 3 мг/кг – 
«Контроль+2-ЭТГ» (n=8), 4-ая – «Стресс» (n=8); 5-ая – группа животных, перенесших 
стресс на фоне предварительного внутрибрюшинного введения 2-ЭТГ – «Стресс+2-ЭТГ» 
(n=8).  
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Тонус коронарных сосудов и сократительную функцию миокарда изучали на 
препаратах сердец крыс, изолированных по методу Лангендорфа в условиях постоянного 
потока (метод описан ранее). Каждый эксперимент состоял из двух этапов. На первом 
этапе сердце перфузировали раствором Кребса-Хензелайта, на втором таким же 
раствором, но с добавлением ингибитора ВКСа-каналов тетраэтиламмония (ТЭА) в 
концентрации 1 мМ. Вклад каналов в регуляцию тонуса сосудов сердца, определяли по 
величине вазоконстрикторного эффекта тетраэтиламмония, т.е. по величине прироста 
коронарного перфузионного давления, выраженного в % от исходного. 
После 6-ти часового иммобилизационного стресса наблюдалось изменения массы 
стресс-реагирующих органов. Так относительная масса надпочечников увеличивалась на 
65%, а селезенки - снижалась на 35% (р<0,05, по сравнению с контролем). В группах 
«Контроль+2-ЭТГ» и «Стресс+2-ЭТГ» значения относительной массы надпочечников и 
селезенки не отличались от контрольных показателей.  
Показатели коронарного перфузионного (КПД), развиваемого 
внутрижелудочкового давления (РВД), а также показатели биохимических исследований 
между группами «Интактные животные» и «Контрольные животные» не различались. 
Исходя из этого, сравнительный анализ полученных результатов будет производиться по 
отношению к группе «Контроль».  
В группе контрольных животных коронарное перфузионное давление (КПД), 
определяемое при ОСКП 10 мл/мин, составляло 82±2,2 мм рт. ст., а развиваемое 
внутрижелудочковое давление – 79±2,4 мм рт.ст. Добавление в перфузионный раствор 
блокатора ВКСа-каналов ТЭА сопровождалось коронароконстрикторным эффектом при 
этом КПД составило 160±3,9 мм рт.ст. (увеличение составило 95% от исходного уровня 
КПД), РВД при этом не изменялось. Показатели КПД и РВД в группах «Контроль» и 
«Контроль+2-ЭТГ» были сопоставимы между собой. Введение в коронарное русло ТЭА 
группы «Контроль+2-ЭТГ» сопровождалось изменением КПД на 113% и составляло 
176±3,4 мм рт.ст. (р<0,05, по сравнению с группой «Контроль+ТЭА». РВД при этом не 
изменялось. Таким образом, внутрибрюшинное введение 2-ЭТГ приводило к увеличению 
функциональной активности ВКСа-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов. 
В сердцах животных, перенесших стресс, КПД составляло 63±1,8 мм рт.ст., РВД - 
63±2,3 мм рт. ст. таким образом снижение составило 23 и 20%, соответственно (р<0,05, по 
сравнению с контрольными показателями). Следовательно, иммобилизационный стресс 
приводил к постстрессорному снижению тонуса коронарных сосудов и сократительной 
функции миокарда. Добавление ТЭА в коронарное русло изолированного сердца крыс, 
перенесших 6-часовую иммобилизацию, сопровождалось изменением КПД на 68%, что 
было на 27% меньше, чем в контроле и составляло 105±8,0 мм рт.ст. (р<0,05). ТЭА не 
оказывал влияния на величину развиваемого внутрижелудочкового давления в группе 
«Стресс». Вероятно, ВКСа-каналы расположены преимущественно в гладкомышечных 
клетках коронарных сосудов, но не в миокарде. Стресс снижал эффективность действия 
ТЭА в отношении величины КПД, что может быть обусловлено снижением 
функциональной активности ВКСа-каналов гладкомышечных клеток коронарных сосудов.  
Иммобилизационный стресс на фоне предварительного внутрибрюшинного 
введения 2-ЭТГ не сопровождался изменением тонуса коронарных сосудов и 
сократительной функции миокарда, значения были сопоставимы с данными контрольной 
группы животных. В группе «Стресс+2-ЭТГ» интракоронарное введение ТЭА 
сопровождалось изменением КПД на 89% и составляло 154,0±5,4 (данные не отличаются 
от группы «Контроль+ТЭА»), РВД при этом не изменялось. Таким образом, 
предварительная активация ВКСа-каналов 2-ЭТГ предупреждает постстрессорное 
снижение тонуса коронарных сосудов и сократительной функции миокарда, а также 
вызванные тяжелым стрессом нарушения функциональной активности ВКСа-каналов 
гладкомышечных клеток коронарных сосудов.  
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В гомогенате миокарда крыс групп «Стресс» уровень транскриптов, кодирующих 
iNOS и NFkb, был выше в 6 и 1,8 раз, соответственно. Экспрессия генов eNOS при этом не 
изменялась. В группе «Контроль+2-ЭТГ» уровень экспрессии генов, кодирующих iNOS, 
eNOS и NFkb, увеличивались в 8, 2,9 и 1,5 раза, соответственно. 
В сыворотке крови животных, перенесших стресс, активность iNOS увеличивалась 
в 3 раза, а eNOS – снижалась на 52% и составляла 130±15,0 и 51±7,6 нмоль/г белка в 
минуту соответственно, (для сравнения в контроле iNOS - 40±11,0 eNOS - 106±9,5 нмоль/г 
белка в минуту). В группе животных «Контроль+2-ЭТГ» активность фермента iNOS и 
eNOS увеличивались, в 1,6 раза и на 55%, соответственно (активность iNOS составляла 
103±21,5, eNOS - 166±46,2 нмоль/г белка в минуту). В группе «Стресс+2-ЭТГ» активность 
iNOS возрастала в 2,3 раза, при этом значения активности eNOS – увеличивались на 40% 
и составляли 92±10,3 и 149±21,7 нмоль/г белка в минуту, соответственно (р<0,05, по 
сравнению с контролем, табл. 6.9).  
В группе животных, перенесших стресс, содержание eNOS в сыворотке крови 
составляло 11±1,8 пг/мл, а iNOS - 29±10,4 нг/мл, таким образом, концентрация 
эндотелиальной NO-синтазы снижалась на 78%, а индуцибельной – возрастала в 9 раз (для 
сравнения в контроле содержание eNOS - 51±5,5 пг/мл, iNOS – 3±0,2 нг/мл). В группе 
«Контроль+2-ЭТГ» содержание eNOS - 47±18,1 пг/мл, iNOS – 4±0,8 нг/мл; в группе 
«Стресс+2-ЭТГ» содержание eNOS - 39±6,9 пг/мл, iNOS – 3±0,2 нг/мл таким образом, 
содержание ферментов eNOS и iNOS статистически не отличались от контрольных 
показателей (табл. 6.9).  
Концентрация NO2-/NO3- в гомогенате левого желудочка группы «Стресс» 
увеличивалась на 41% и составила 34±2,8 мкМ (р<0,05, контрольные показатели - 24±0,8 
мкМ). В группах «Контроль+2-ЭТГ» и «Стресс+2-ЭТГ» концентрация NO2-/NO3- была 
такой же, как и в контроле (табл. 6.9). 
Содержание диеновых коньюгатов и малонового диальдегида в миокарде после 
перенесенного стресса, составляла 377±98,3 нМ/г липидов и 295±64,7 нМ/г белка 
соответственно (р<0,05, для сравнения в контроле концентрация диеновых коньюгатов - 
109±15,4 нМ/г липидов и малонового диальдегида - 79±8,7 нМ/г белка ), а в группах 
«Контроль+2-ЭТГ» и «Стресс+2-ЭТГ» значения не отличалось от контрольных 
показателей (табл. 6.9). 
В группе «стресс» концентрация С-реактивного белка увеличивалась в 2 раза и 
составляла 0,317±0,05 мг/л (для сравнения в контроле концентрация С-реактивного белка 
составляла 0,162±0,03 мг/л), напротив, в группах «Контроль+2-ЭТГ» и «Стресс+2-ЭТГ» 
концентрация С-реактивного белка не отличалась от показателей группы «Контроль». 
Концентрация ИЛ-1β в сыворотке животных перенесших стресс составляла 22,3±2,3 пг/мл 
(р<0,001, для сравнения в контроле 0,6 пг/мл). Содержание ИЛ-1β в сыворотке животных 
групп «Контроль+2-ЭТГ» и «Стресс+2-ЭТГ» не отличалось от контрольных значений 
(табл. 6.9). 
В препаратах сердец крыс групп «Контроль+2-ЭТГ», eNOS локализовалась в 
кардиомиоцитах, реакция была от умеренной (++) до выраженной (+++), в эндотелии 
сосудов – умеренная (++) (рис. 6.18, А). Экспрессия iNOS в группе «Контроль+2-ЭТГ» 
наблюдалась в кардиомиоцитах и эндотелии сосудов. Реакция iNOS в кардиомиоцитах 
была – от слабой (+) до умеренной (++), в эндотелии сосудов (+) – слабая (рис. 6.19, В). В 
группе животных «Стресс+2-ЭТГ» реакция eNOS была выраженной (+++), окрашивание 
отмечалось в эндотелии сосудов и в цитоплазме кардиомиоцитов (рис. 6.18, Б). Реакция 
iNOS была слабой (+), преимущественно в цитоплазме кардиомиоцитов (рис. 6.19, Г).  
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(А) (Б) 
Рисунок 6.18. Экспрессия eNOS в образцах миокарда крыс: (А), Контроль+2-ЭТГ; (Б), Стресс+2-
ЭТГ. Окраска, anti-eNOS antibody. Увеличение 100 
(А) (Б) 
Рисунок 6.19. Экспрессия iNOS в образцах миокарда крыс: (А), Контроль+2-ЭТГ; (Б), Стресс+2-
ЭТГ. Окраска Anti-inos antibody. Увеличение 100 
Во-первых, производные бензимидазола модифицируют редокс-состояние клетки, 
стимулируя синтез восстановленного глутатиона [43], и iNOS, который является редокс-
чувствительным ферментом [40]. Во-вторых, предварительное использование 2-ЭТГ 
может стимулировать образование аггресом в контрольной группе [38]. Аггресомы 
представляют собой цитозольные мультипротеиновые структуры, содержащие iNOS, 
который продуцирует NO в значительно меньшем количестве, чем белок-несвязанный 
фермент. Считается, что образование аггресом является важным механизмом для 
ограничения продукции NO, продуцируемого iNOS [38, 49]. Умеренная активация iNOS, 
вызванная 2-ЭТГ в контрольной группе, создала условия для развития адаптивного ответа, 
который отражает нормальные взаимосвязи локальных систем регуляции тонуса 
коронарных сосудов. 
Таким образом, предварительное использование 2-ЭТГ предупреждало снижение 
активности ВКСа-каналов и eNOS, ограничивала активность iNOS в коронарных сосудах и 
восстанавливала сократительную функцию миокарда после 6-часового 
иммобилизационного стресса. Выявленные нами эффекты 2-ЭТГ вместе с его 
способностью защищать стресс-реагирующие органы и ограничивать окислительный, 
нитрозативный стресс, системное воспаление позволяют предположить, что 2-ЭТГ может 
использоваться для профилактики стрессовых повреждений. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Результаты многолетних исследований нашей лаборатории доказывают роль 
стресса в патогенезе сердечно-сосудистой патологии, в основе которого лежит 
дисфункция эндотелия. Было показано, что основными механизмами стресс-
индуцированных изменений тонуса сосудов и сократительной способности сердца 
являются активация свободнорадикального окисления, гиперпродукция монооксида азота, 
нарушение редокс-состояния клеток. Нами и другими исследователями 
продемонстрировано, что при различных моделях стресса, экспериментального сахарного 
диабета образуется NO, продуцируемый iNOS.  
Традиционно считается, что iNOS синтезируется при патологических состояниях. 
В этом случае NO продуцируется в количествах, тысячекратно превышающих его 
нормальную продукцию. На сегодняшний день, описаны экспериментальные данные где 
«конститутивные» изоформы NO-синтаз (eNOS, nNOS) экспрессируются индуцибельно; и 
наоборот, iNOS выражен конститутивно.  
Роль монооксида азота, продуцируемого iNOS, в кардиопротекции до настоящего 
времени остается противоречивой. С одной стороны, показано, что при тяжелой 
периодической гипоксии, характерной для апноэ во сне, наблюдается высокая активность 
и экспрессия iNOS, что сопровождается выраженным ростом уровня NO в миокарде, и 
повышением риска развития гипертензии, ишемической болезни сердца, инфаркта 
миокарда [Parish J.M., et al 2004]. С другой стороны, описаны кардио- и вазопротективные 
эффекты NO, наблюдаемые при активации iNOS. В частности, умеренная периодическая 
гипоксия сопровождается антиаритмическим эффектом [Asemu G., et al., 2000;  Meerson 
F.Z, 1994], снижает артериальное давление при гипертензии [Serebrovskaya TV, et al., 
2008; Лямина Н.П., и др. 2001; Serebrovskaya T.V., Manukhina E.B., Smith M.L. et al., 2008], 
используется при реабилитации пациентов, перенесших аортокоронарное шунтирование 
[Амиянц В.Ю., 1996]. 
Впервые предпринята попытка провести сравнительный анализ изменения 
функции коронарных и некоронарных сосудов, сократительной активности миокарда, 
связанных с образованием NO при адаптации к коротким стрессорным воздействиям 
(физиологическое состояние), с таковыми при иммобилизационном стрессе и 
экспериментальном сахарном диабете (патологические состояния). 
При стрессе и экспериментальном сахарном диабете наблюдается снижение тонуса 
коронарных сосудов и сократительной функции миокарда. Снижается адренореактивность 
изолированного кольца аорты и увеличивается эндотелий-зависимая вазодилатация, по 
сравнению с контрольными показателями. Использование селективного ингибитора iNOS 
S-метилизотиомочевины указывает на то, что при стрессе, экспериментальном сахарном 
диабете индуцибельная NO-синтаза играет определяющую роль в нарушении тонуса 
коронарных и некоронарных сосудов, а также сократительной способности миокарда. 
Адаптация к коротким стрессорным воздействиям не оказывала влияния на тонус 
коронарных сосудов и сократительную функцию миокарда. Однако, при исследовании 
адренореактивности изолированного сегмента аорты, отмечалась тенденция к ее 
снижению и незначительному увеличению эндотелий-зависимой вазорелаксации. 
Использование S-метилизотиомочевины возвращало адренореактивность до контрольных 
значений, но существенно угнетало эндотелий-зависимую вазодилатацию. Таким образом, 
нами впервые показано, что при адаптации к стрессу образуется iNOS. Индуцибельная 
NO-синтаза чрезвычайна важна для сохранения нормальных взаимоотношений в 
регуляторных механизмах тонуса артериальных сосудов, особенно в эндотелий-зависимой 
вазодилатации. 
На основе сравнительного анализа экспрессии различных изоформ NOS 
продемонстрировано, что при тяжелом продолжительном стрессе, экспериментальном 
сахарном диабете и адаптации к стрессу увеличена экспрессия гена, ответственного за 
214 
синтез iNOS в равной степени. Однако активность этого фермента, между группами была 
различной. Так тяжелый стресс и экспериментальный сахарный диабет сопровождались 
снижением активности эндотелиальной NO-синтазы и увеличением индуцибельной. Не 
смотря на увеличение активности фермента iNOS в группе адаптированных животных, 
активность эндотелиальной NO-синтазы не отличалась от контрольных показателей. 
Выраженная локализация белка iNOS и слабая еNOS определялась в эндотелии 
коронарных и артериальных сосудов стрессовых животных и крыс с экспериментальным 
сахарным диабетом. Напротив, в группе, адаптированных к стрессу животных, 
локализация белка iNOS была умеренной, а еNOS выраженной, определялась в эндотелии 
коронарных и некоронарных сосудов. 
В группах животных, перенесших стресс и экспериментальный сахарный диабет, 
определялось увеличение концентрации продуктов деградации монооксида азота и 
продуктов перекисного окисления липидов на фоне снижения антиоксидантной 
активности, в гомогенате левого желудочка. Описанные процессы происходили в 
условиях воспаления низкой интенсивности, которое определялось увеличением 
концентрации С-реактивного белка и интерлейкина 1β в плазме крови. 
На фоне увеличения концентрации NO2-/NO3- в гомогенате левого желудочка 
животных, адаптированных к коротким стрессорным воздействиям, отмечалось 
увеличение антиоксидантной активности. Показатели продуктов перекисного окисления 
липидов, С-реактивного белка и интерлейкина 1β не отличались от контроля.  
Становится очевидным, что влияние активации iNOS на функциональное 
состояние тонуса сосудов и миокарда во многом зависит от количества NO, длительности 
его образования, а также от локализации и условий, в которых он будет синтезирован.  
Еще одним из направлений в исследовании стала сформулированная новая 
концепция о роли КАТФ- и ВКСа-каналов в iNOS-зависимые механизмы ограничения 
постстрессорных нарушений тонуса коронарных сосудов и сократительной функции 
миокарда, что может быть рассмотрено как один из механизмов кардио- и вазопротекции. 
Нами установлено, что тяжелый стресс и экспериментальный сахарный диабет 
приводит к нарушению функциональной активности калиевых каналов, расположенных в 
гладкомышечных клетках сосудов. В основе повреждения их активности лежит как 
активация свободнорадикального окисления, так и гиперпродукция оксида азота, 
синтезируемого iNOS. Адаптация к стрессу сопровождалась скрытой активацией как 
АТФ-чувствительных, так и ВК-каналов, расположенных в гладкомышечных клетках 
коронарных сосудов. На основании полученных нами данных можно констатировать, что 
при адаптации к стрессу NO, продуцируемый iNOS, модулирует функциональную 
активность КАТФ- и ВК-каналов и находится с ними в реципрокной зависимости. В серии 
экспериментов на животных с системно блокированной системой синтеза iNOS было 
продемонстрировано, что: во-первых, системная блокада iNOS приводит к срыву 
адаптационных механизмов; во-вторых в этих условиях увеличивается функциональная 
активность КАТФ- и ВК-каналов гладкомышечных клеток сосудов. Этот факт наводит на 
мысль о том, что NO, образуемый iNOS при адаптации к стрессу, ограничивает 
активность КАТФ- и ВКСа-каналов в физиологических условиях, и по принципу 
отрицательной обратной связи усиливает одну из систем локальной регуляции тонуса 
сосудов при угнетении другой. Этот факт можно рассматривать как биологическую 
целесообразность, заключающуюся в ступенчатой защите сердца от коронароспазма при 
последующем стрессе.  
Поиск веществ, которые бы обладали кардио- и вазопротективным эффектом 
остается до сих пор актуальным. Мы протестировали гипотезу о том, что предварительное 
использование производного бензимедазола – 2-этил-тиобензимидазола гидробромид и 
активатора КАТФ-каналов пинацидил, приводят к дозированному образованию iNOS; в 
свою очередь, NO, продуцируемый iNOS, модулирует функциональную активность ВКСа- 
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и КАТФ-каналов и предупреждает постстрессорные нарушения тонуса коронарных сосудов 
у крыс.  
Результаты, полученные в данной работе, могут быть предложены для 
формирования предложений по разработке новых лекарственных препаратов со 
структурой подобной активаторам КАТФ- и ВКСа-каналов, с целью дозируемого 
образования iNOS. Такие препараты будут обладать защитным эффектом, реализующимся 
через NO-зависимые механизмы.  
Знание этапов и молекулярных механизмов регуляции iNOS позволит 
контролировать активность этого фермента, что представляет несомненный интерес для 
практической медицины и имеет важное значение в выработке целенаправленной 
терапевтической стратегии при заболеваниях сердечно-сосудистой системы. 
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